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Direkter spektroskopischer Nachweis 
des sauerstoffiibertragenden Ferments in Azotobakter. 


Von 
Erwin Negelein und Waltraut Gerischer. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 1. Dezember 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Wir haben gefunden, da8 man in Azotobakter, ahnlich wie in 
Essigbakterien', das sauerstoffiibertragende Ferment — neben dem 
Cytochrom — mit dem Spektroskop sehen kann. Azotobakter 
wahlten wir auf Veranlassung von Herrn O. Warburg als Versuchs- 
objekt, weil die Sauerstoffatmung von Azotobakter, nach Messungen 
von Meyerhof und Burk*, besonders groB ist. Bei 28° verbraucht 
Azotobakter pro Milligramm Trockengewicht und Stunde bis zu 
2000 cmm Sauerstoff. 


Nach unseren spektroskopischen Beobachtungen ist das Schema 
der Azotobakteratmung 


1 1 2 2 3 3 
O, —> Ferro — Ferri —> Ferro — Ferri — Ferro —> Ferri... Mannit. 
| 
a-Bande «-Bande «-Bande am a-Bande 
bei 632 mz bei 647 mz bei 563mu bei 550 mz 


Kisenverbindung | ist das sauerstoifiibertragende Ferment. Eisen- 
verbindung -2 und 3 sind die beiden Komponenten des Cytochroms, 


‘deren Reihenfolge in dem Schema willkiirlich ist. 


Sauerstoff oxydiert die Ferroform der Eisenverbindung 1 zur Ferri- 
form, wobei die «-Bande von 632 mu nach 647 mu wandert. Kohlen- 
oxyd reagiert mit der Ferroform der Eisenverbindung 1, wobei die 
a-Bande von 632 my nach 637 mu wandert. Blausaiure reagiert mit 
der Ferriform der Eisenverbindung 1, wobei die Bande 647 mu ver- 
schwindet. So kann man mit dem Spektroskop sehen, wie der Sauer- 
stoff in der Atmung von Azotobakter mit dem Eisen reagiert und 


10. Warburg, E. Negelein u. E. Haas, diese Zeitschr. 266, 1, 1933. — 
2 O. Meyerhof u. D. Burk, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 189, 117, 1928. 


Biochemische Zeitschrift Band 268. 1 





i 
: 
3 
: 


Se ae ee eae 








2 E. Negelein u. W. Gerischer: 
warum die Atmung von Azotobakter durch Kohlenoxyd und Blau- 
siure gehemmt wird. 


Weder Sauerstoff, noch Kohlenoxyd, noch Blauséure reagieren mit 
den Eisenverbindungen 2 und 3 (Cytochrom). Blockiert man die Ferro- 
verbindung 1 durch Kohlenoxyd oder die Ferriverbindung 1 durchBlau- 
siure, so kénnen die Ferriverbindungen 2 und 3 zwar noch reduziert, 
aber die Ferroverbindungen 2 und 3 nicht mehr oxydiert werden. 
Dann sieht man, trotz Sattigung mit Sauerstoff, die Banden 550 und 
563 my. der Ferroverbindungen 2 und 3, d. h. die unveranderten Cyto- 
chrombanden. 


Das Eisensystem des Azotobakter ist einfacher als das Eisensystem 
der Essigbakterien. Wahrend in Essigbakterien Kohlenoxyd und Blau- 
siure wahrscheinlich an zwei, nicht nur durch die Valenz des Eisen- 
atoms verschiedenen Eisenverbindungen angreifen, reagiert in Azoto- 
bakter Kohlenoxyd mit der Ferroform und Blauséure mit der Ferri- 
form derselben Eisenverbindung, der Eisenverbindung 1. 


Reagiert Blauséiure in Azotobakter mit der Ferriverbindung 1, so 
verschwindet die Bande der Ferriverbindung 1 im Rot (647 my). Eine 
neue Bande, die der Blausdiure-Ferriverbindung zuzuordnen ware, tritt 
dabei nicht auf. Dies entspricht durchaus dem, was man nach dem Ver- 
halten der Hémine in vitro zu erwarten hat. Z. B. verschwindet bei Zu 
gabe von Blausaéure zu Methamoglobin die Ferribande im Rot, an ihre 
Stelle tritt eine breite unscharfe Absorption im Griin, die in Zellen 
nicht als Bande zu erkennen ware. Die Unklarheit in bezug auf die 
Reaktion der Blauséure in den Essigbakterien (Auftreten einer Bande 
im Rot bei Zugabe von Blauséure) besteht also hier nicht. 


Azotobakter und Essigbakterien unterscheiden sich weiterhin durch 
die Lage ihrer Fermentbande. Wahrend die «-Bande der Ferroverbin- 
dung 1 der Essigbakterien im Gelb bei 589 mu liegt, hat die Ferro- 
verbindung 1 des Azotobakter ihre «-Bande im Rot bei 632 mu. 
a-Banden, die so weit im Rot liegen, sind bisher in der Klasse der 
Phaohimine (Spirographishimin) nicht gefunden worden, wohl aber 
in der Klasse der Eisenverbindungen, die entstehen, wenn man das 
Magnesium des Chlorophylls durch Eisen ersetzt. Z. B. haben die 
Ferro-Phaophorbide!, die mit Kohlenoxyd unter Bildung dissoziierender 
Verbindungen reagieren, «-Banden im Rot. 


1 Uber die Darstellung des Eisen-Phaiophorbids der a-Reihe des 
Chlorophylls siehe H. Fischer u. R. Baéumler, Liebigs Ann. 474, 65, 1929. 
Uber die Darstellung des Eisen-Phaiophorbids der 6-Reihe des Chlorophylls 
sowie iiber die Bildung der Kohlenoxydverbindung siehe O. Warburg, Ber. 
64, 682, 1931. 
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Spektroskopischer Nachweis des sauerstoffiibertragenden Ferments. 3 


In Abb. 1 sind die spektroskopischen Erscheinungen, die wir in 
Azotobakter beobachtet haben, graphisch dargestellt. 
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Abb. 1. 


Experimenteller Teil. 
Ziichtung der Azotobakter. 


Wir benutzten einen Stamm von Azotobacter chroococcum, den 
uns Herr Hugh Nicol, Rothamsted Experimental Station, Harpenden 
(England), freundlicherweise zur Verfiigung stellte. Der Stamm wird 
als Rothamsted-Rasse dort seit etwa 1929 in Reinkultur gehalten. 

Die Bakterien wurden bei 23 bis 25° auf mannithaltigem Agar 
geziichtet. Zur Bereitung des Nihrbodens wurden 0,2 g¢ K,HPO,, 
0,2 g MgSO,, 0,2 g NaCl, 0,1 g CaSO, in 1 Liter destilliertem Wasser 
gelést. Nach Zugabe von 15 bis 20g Agar wurde die Lésung im Dampf- 
topf erwirmt. Dann wurden 10,0 g Mannit, 1,0 g CaCO, und 1 cem 
1%ige FeSO,-Lésung hinzugefiigt. Die Lésung wurde im Dampftopf 
sterilisiert. 

Fiir den spektroskopischen Versuch benutzten wir eine 32stiindige 
Kultur, die auf 17 Drigalski-Schalen geziichtet wurde. Altere Kulturen 

1* 
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4 E. Negelein u. W. Gerischer: 


bekommen eine braunliche Farbe und sind fiir spektroskopische Ver 
suche nicht geeignet. Die Bakterien wurden mit wenig 0,15 mol 
Phosphatlésung (8 Teile NagHPO, und 2 Teile KH,PO,) pu = 7,4 
abgespilt. Die Bakteriensuspension wurde durch ein feines Gazefilter 
filtriert und mit Phosphatlosung auf etwa 300 ccm verdiinnt. Auf der 
hochtourigen Zentrifuge wurden die Bakterien auf etwa 25 ccm zu- 
sammenzentrifugiert. Durch Auffillen mit Phosphatlésung wurde das 
Volumen der Bakteriensuspension auf 52 ccm gebracht. 1leem der 
Suspension enthielt dann 1,74 mg N (Kjeldahl). 


Methode der spektroskopischen Untersuchung. 

Fir die spektroskopischen Versuche mit Azotobakter wurden 
zwei gleiche Quarztrége mit planparallelen Fenstern (3.cm Schicht- 
dicke und etwa 3,4cem Durchmesser) mit der Bakteriensuspension so 
weit gefillt, daB ein Gasraum von etwa 1 cem blieb. Im wbrigen war 
die Versuchsanordnung dieselbe, wie sie fiir die spektroskopische Unter- 
suchung der Essigbakterien! beschrieben wurde. 

Spektroskopische Untersuchung der Zellen unter aeroben und unter anaeroben 
Bedingungen. 

Der Gasraum tiber der Bakteriensuspension wurde mit Sauerstoff 
gefiillt. Die Atmung der Azotobakter-Zellen war — ohne zugesetztes 
Substrat — groB genug, um den gelisten Sauerstoff in kurzer Zeit zu 
verbrauchen, so da die Zellen praktisch immer unter anaeroben Bedin- 
gungen waren, wenn der Trog nicht kraftig geschiittelt wurde. Im Spek- 
troskop sieht man, wenn der Sauerstoff verbraucht ist, neben den 
beiden griinen Cytochrombanden (550 und 563 my) eine Bande im Rot 
bet 632 mu. Wie bei den Essigbakterien fehlt auch bei Azotobakter 
die langwellige Komponente des Cytochroms bei 605 mu”. Schiittelt 
man den Trog kraftig um, so verschwinden die Cytochrombanden und 
die Bande bei 632 my, eine neue Absorptionshande bei 647 mu tritt 
auf. Nach kurzer Zeit haben die Zellen den zugefiihrten Sauerstoff 
verbraucht, dann verschwindet die Bande bei 647 my und gleichzeitig 
erscheint die Bande bei 632 mu wieder, daneben erscheinen die 
Banden des reduzierten Cytochroms. Die Zeit, die fiir eine solche 
Beobachtung zur Verfiigung steht, hangt von den Versuchsbedingungen 
ab. Bei unserer Zellkonzentration, ohne zugesetztes Substrat, wurde 
bei Zimmertemperatur der zugefiihrte Sauerstoff in etwa 15 Sekunden 
verbraucht. Stellt man den Trog mit der Zellsuspension wahrend des 
Versuchs in eine Kiivette mit Eiswasser, so kann man die Zeit bis zum 
Eintreten des anaeroben Zustandes auf 2'/, Minuten ausdehnen. 


1 Diese Zeitschr. 266, 1, 1933 (S. 3). — * Uber Lage und Verhalten der 
Cytochrombanden siehe: D. Keilin, Proc. Roy. Soc. London (B) 98, 312, 1925. 
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Spektroskopischer Nachweis des sauerstoffiibertragenden Ferments. 5) 


Spektroskopische Untersuchung der Zellen bei Gegenwart von Kohlenoxyd. 


Der Gasraum iiber der Bakteriensuspension wurde mit Kohlen- 
oxyd gefullt und die Lésung durch Schiitteln des Troges mit Kohlen- 
oxyd gesattigt. Im Spektroskop sieht man wieder die beiden Cytochrom- 
banden im Grin, deren Lagen unverdndert geblieben sind. Im Rot 
dagegen ist die Bande von 632 nach 637 mu verschoben. Um bei der 
geringen Dispersion im Rot die Verschiebung der Bande durch Kohlen- 
oxyd deutlich zu erkennen, ist es zweckmaBig, die Spektren der kohlen- 
oxydfreien und der kohlenoxydhaltigen Zellsuspensionen nebeneinander 
zu betrachten. 


Spektroskopische Untersuchung der Zellen bei Gegenwart von Blausdure. 


Gibt man zu der Bakteriensuspension Blausiure (2 . 10-3 mol. HCN) 
und schiittelt sie dann mit Luft, so verschwindet die Absorptionsbande 
im Rot, wihrend die Lagen der Cytochrombanden wieder unverandert 
bleiben. Der im Trog geléste Sauerstoff wird durch die blausdure- 
gehemmte Atmung nur langsam verbraucht. Bei 0° dauerte es etwa 
20 Stunden (statt 2'/, Min. in blausiurefreiem Medium), bis die Ab- 
sorptionsbande bei 632 my erschien, die dann beim Schiitteln der 
Zellsuspension mit Luft wieder verschwindet, ohne da8 die Bande bei 
647 mu auftritt. So kann man mit dem Spektroskop sehen, warum 
Blausiure die Atmung hemmt: wie sie mit der Ferriform der Eisen- 
verbindung 1 reagiert und die Reduktion dieser Ferriverbindung 
hemmt. 


Spektroskopische Beobachtung der Hemmung der Azotobakteratmung in 
Kohlenox yd-Sauerstoffatmosphdre. 


Von den beiden Versuchstrégen wird der Gasraum iiber der 
Bakteriensuspension im ersten Trog mit Luft, im zweiten Trog mit 
einer Mischung von 21 Vol.-°, Sauerstoff in Kohlenoxyd gefiillt. Die 
Trége kommen wahrend des Versuchs in eine Kiivette mit Eiswasser. 
Nach kraftigem Umschiitteln des ersten Trogs (Luft) sieht man im 
Spektroskop nur die Bande 647 mu (Ferriform der Eisenverbindung 1). 
Nach kurzer Zeit haben die Zellen den zugefiihrten Sauerstoff ver- 
braucht, dann verschwindet die Bande 647 mu, und die Bande 632 mu. 
(Ferroform der Eisenverbindung 1) sowie die beiden Cytochrombanden 
erscheinen. Schiittelt man nun ebenso kraftig den zweiten Trog (CO— O,- 
xemisch) um, so bleibt die Bande 637 my (CO-Verbindung der Ferro- 
form der Eisenverbindung 1) zum Teil bestehen, und auch die beiden 
Cytochrombanden verschwinden nicht mehr vollkommen. Die Bande 
647 my (oxydierte Eisenverbindung 1) ist nicht zu erkennen. Nach 
kurzer Zeit werden die Bande bei 637 mu und die Banden des 
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6 KE. Negelein u. W. Gerischer: 


Cytochroms dunkler und erreichen bei sinkendem Partialdruck des 
Sauerstoffs schlieBlich ihre maximale Schwairzung. Man kann so 
mit dem Spektroskop sehen, warum Kohlenoxyd die Atmung hemmt: 
wie beim Schiitteln mit Luft das Eisensystem des Azotobakter in die 
Ferriform tibergeht, wihrend beim Schiitteln mit dem gleichen Sauer- 
stoffpartialdruck und Kohlenoxyd das Eisensystem nicht mehr voll- 
kommen oxydierbar ist, weil ein Teil der Eisenverbindung 1 durch 
Kohlenoxyd blockiert ist. 


Die Sauerstoffatmung der Azotobakter. 

Der Sauerstoffverbrauch der Azotobakter wurde manometrisch ge- 
messen. Die Bakteriensuspension wurde zu diesem Zweck mit 0,15 mol. 
Phosphatlésung (px = 7,4) so weit verdiinnt, daB 2ccm der Zell- 
suspension 0,046 mg Kjeldahl-Stickstoff enthielten. In den Hauptraum 
des kegelférmigen AtmungsgefiBes kamen 2ccm der verdiinnten 
Bakteriensuspension, in den Einsatz des GefiBes wurden 0,2 cem 5% ige 
KOH-Lésung gegeben. 

Bei 25° in Luft verbrauchten die Bakterien pro Stunde: 


ohne zugesetztes Substrat .. . , » »» « 1oommO, 
bei Zugabe von 0,2 ccm 10 °,ige Silt 5 Tn ie ae 
in 4. 10-* mol. Blauséure und bei Gegenwart von Mannit a i» OQ 


4.10-% mol. Blauséure hemmt die Azotobakteratmung um mehr 
als 97%}. 


Bei 25° in mannithaltiger Phosphatlésung verbrauchten 2 ccm der 
gleichen Bakteriensuspension in einer Atmosphare von 


10°, Og 90°, Argon. ... . . . .150emm O, in 30 Min. 
ee eee of | ae 


Die Hemmung der Azotobakteratmung in 10°%,iger O,, 90 °%,iger 


‘CO-Atmosphiare betragt 52°,!. Durch Belichten des AtmungsgefaiBes 


mit einer Réhrenlampe (100 Watt) in 5cm Entfernung wurde die 
Kohlenoxydhemmung der Atmung bei 25° nicht beeinfluBt. Nach 
friiheren Erfahrungen? steigt die Lichtempfindlichkeit der kohlenoxyd- 
gehemmten Atmung allgemein an, wenn man mit derVersuchstemperatur 
heruntergeht. Es wurde gefunden, daB bei 3° die Azotobakteratmung 
in 10% O,, 90% CO-Atmosphiére um 35% gehemmt wird und 
durch Belichtung des VersuchsgefaBes die Hemmung der Atmung auf 
21%, zuriickgeht. Im Vergleich zu Essigbakterien ist die Licht- 
wirkung auf die kohlenoxydgehemmte Atmung bei Azotobakter klein. 


1 Uber die Hemmung der Azotobakteratmung durch Blauséure und 
Kohlenoxyd siehe auch O. Meyerhof u. D. Burk, Zeitschr. f. physik. Chem. 
(A) 189, 117, 1928; sowie O. Meyerhof u. W. Schulz, diese Zeitschr. 250, 
35, 1932. — 2 F. Kubowitz u. E. Haas, ebenda 255, 247, 1932. 
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Spektroskopischer Nachweis des sauerstoffiibertragenden Ferments. 7 


Protokoll. 


Hauptraum des GefaBes: 2 cem Bakteriensuspension (= 0,87 mg Ajeldahl- 
Stickstoff) + 0,2 cem 10°,ige Mannitlésung. 


Einsatz des GefaBes: 0,2 cem 5° ige KOH. Versuchstemperatur: 3°. 





Gefab I Gefab I Gefa6 Il 


Gasraum: Luft 10 %/9 Og in Argon 10% 9 O, in CO 
Zeit Up = 2,40 v= 14,19 Up= 2,40 vg= 14,16 Up = 2,40 Uv, - 14,72 
ko, = 141 ko, = 14 ko, = 14 
mm emm Og mm emm O» mm comm Os 
5 Min. dunkel —140 —198 | —135 —191 — 80 —11,8 
ae . —270 —381 —265 —374 —17,.0 —250 
16 , _ —405 —57,2 —400 —565 —250 — 368 
5 Min. hell, bx. as i eA % 
Vorperiode | 
5 Min. hell —140 —198 —13,5 -19,1 —100 —14,7 
i aoe . —27,5 —388 —27,0 —381 —205 — 30,2 
By * —415 —586 —405 —572 —31,0 — 456 
anc fu —%0 —70 | —30 -2S) —H0 —hé 
5 Min. dunkel, | | a. Bs = 3 a 
Vorperiode | 
5 Min. dunkel —145 — 20,5 — 14,0 — 19,8 — 85 —125 
ae 2 —285 —402 —270 —381 —17,0 —25,0 


Belichtet wurden alle drei VersuchsgefiBe gleichmaBig mit einer 
Réhrenlampe (100 Watt) in etwa 5cm Entfernung. 
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Uber den Pyrophosphorsaureester der Citronensaure. 


Von 
Eugen Wertyporoch und Hermann Kiekenberg. 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule zu 
Danzig.) 
(Eingegangen am 1. Dezember 1933.) 


Die organischen Phosphorderivate beanspruchen seit langerer Zeit 
ein zunehmendes Interesse, da viele Verbindungen in engster Beziehung 
zu lebenswichtigen Prozessen stehen. 

Die alkoholische Hefegairung ist eine der wichtigsten Ausgangs- 
punkte der Untersuchungen itiber Zucker-Phosphorséuren, wobei 
zahlreiche Ester der Phosphorsiure (Zymodiphosphat, Robison-, 
Neuberg-Ester) dargestellt sind. Dagegen ist man erst in den letzten 
Jahren auf das Auftreten von Pyrophosphaten in lebendigen Zellen 
aufmerksam geworden. Harden! hat bei seinen Untersuchungen iiber 
die Bedeutung der Phosphate bei der alkoholischen Garung darauf 
aufmerksam gemacht, daB Pyrophosphate in der Hefe in etwa 25% 
des Gesamtphosphors vorkommen und da8 ihre Rolle bei der Garung 
noch nicht aufgeklart ist. Die Feststellung, welche von den Phosphor- 
siiuren vorliegt, ist sehr schwer, weil Pyrophosphate durch Enzyme in 
Orthophosphate iibergefiihrt werden kénnen. K. Lohmann? fand 
Pyrophosphate in der Zelle und konnte ihre Angreifbarkeit durch 
Enzym feststellen. Von Fr. Axmacher? wurde die Anwesenheit der 
Pyrophosphate im Speichel und Harn und ihre Spaltbarkeit beobachtet, 
und er nimmt die Existenz einer Pyrophosphatase an. 

Von den organischen Pyrophosphatdefivaten sind synthetisch von 


‘C. Neuberg und Wagner* diphenyl-pyrophosphorsaures Kalium und von 


C. Neuberg und K. Jacobsohn® Di-o-Kresol-, Di-m-Kresol- und Di-a- 
Naphthol-pyrophosphorsaure-ester dargestellt und als Pyrophosphor- 
siurederivate charakterisiert worden. An diesen Substanzen war von 
Neuberg und seinen Mitarbeitern die enzymatische Angreifbarkeit 
des Pyrophosphatkomplexes entdeckt worden‘. 

Diese Arbeit hat mit einer Untersuchung iiber die Bildung von 
Pyrophosphorsaureestern der C,-Reihe wie der Milchséure und Methyl- 
glyoxals begonnen®, konnte aber aus au8eren Grimden bis jetzt nicht 
abgeschlossen werden. Deswegen wird vorlaufig tiber den Pyrophosphor- 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 43, 207, 1929; Chem. Centralbl. 1928, I, 
814; 1929, II, 2059. — ? Ebenda 19380, I, 96; diese Zeitschr. 202, 466, 1928; 
203, 164, 1929. — * Ebenda 248, 231, 1932. — 4 Ebenda 171, 486, 1926. 
— 5 Ebenda 199, 498, 1928. — * Uber diese Untersuchungen wird E. Werty- 
poroch berichten. 
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Uber den Pyrophosphorsiureester der Citronensaure. 9 


siure-diathylester und seine Reaktionen mit Citronen-, Apfel- und 
Weinsaure berichtet, die Arbeit iiber Pyrophosphorsaurederivate der 
(',-Reihe wird folgen. 

Fiir die Einfiihrung des Pyrophosphorsiureesters wurde das von 
Langheld' entdeckte Additionsprodukt von P,O, an Diathylather gewahlt. 
Nach Langheld besteht das Produkt aus Metadthylphosphat, was durch 
Analysen und Reaktionen von ihm festgestellt wurde. Es addiert nicht nur 
Wasser, sondern auch andere Verbindungen mit beweglichem Wasserstoff ; 
Ammoniak und primaire Amine geben Imido-pyrophosphorsiurederivate, 
dagegen bildeten sich mit sekundéren Aminen und Alkoholen Ortho- 
phosphate. Es lieB sich damals keine GesetzmaBigkeit betreffend der Ent- 
stehung von Ortho- bzw. Pyrophosphat ableiten, und die weitere Be- 
arbeitung der Frage konnte von Langheld, der im Kriege gefallen ist, nicht 
fortgesetzt werden. 

Es wurde nun gepriift, ob in dem von Langheld entdeckten Ester 
wirklich Metaphosphorsaureester vorliegt. Nach seiner Entstehung 
miBte durch Anlagerung der Komponenten zuerst ein Anhydro-pyro- 
phosphorsiure-diathylester (kurz Pyroester genannt) sich bilden, wobei 
in kleinen Mengen auch Metaester im Gleichgewicht vorhanden sein 
kénnte ; 
> O Cy H; Ox OC, H; 

_p.Z | ) 2 =35 >P--O—P 2 —_ O.P 

PP—0—P<y + O<Gins > oP P-9—-PsociH, < Cais P<. 

0 


Molekulargewichtsbestimmungen durch Siedepunktserhéhung im 
Chloroform bestatigen die Bildung eines Pyrophosphorsiurederivates. 
Frische, wasserige Lésung koaguliert zwar EKiwei3 (Metaphosphorsaure), 
aber nach kurzem Erhitzen verschwindet diese Reaktion, indem Di- 
athylpyrophosphorsaure sich bildet, die als mikrokristallines Calcium- 
diathylpyrophosphat sich isolieren ]4Bt. Aus dem Natriumsalz der 
Diathylpyrophosphorséure erhélt man mit salzsaurem Brucin in 
wasseriger Losung ein schwer lésliches Salz folgender Konstitution: 

Cy Hs O- OH. 


C,H, 0 OH. ~ R Brucin. 


ee Pe 
b D 
Durch Abspaltung von Brucin mit Barytlauge laBt sich analysen- 
reines Bariumsalz darstellen. 
Beim Erhitzen der molaren Mengen von Citronensaure mit dem Pyro- 
ester entsteht nach 3 bis 4 Stunden? ein gelbbraunes, dickfliissiges Ol: 


CH,g.COOH CH,.COOH 

COOH Cig OCH | COOH /OH 
C<oH + g>P- -O—P<9 63 Hf — CS poo—P< a, A 
OH, COOH 0 cH,.coon? | 


1 B. 438, 1857, 1910; 44, 2076, 1911; vgl. Steinkopf u. Schubart, A. 424, 
19, 1921. — : Bei kurzem Erhitzen erfolgt keine Reaktion und es kann 
der nicht umgesetzte Pyroester als Ca-Salz isoliert werden. 








10 E. Wertyporoch u. H. Kiekenberg: 


Durch Ausschiitteln mit Chloroform wurde der nicht umgesetzte Pyro 
ester entfernt, das in Chloroform unlésliche 61 mit Ather aufgenommen 
und so von geringen Teilen der nicht umgesetzten Citronensaure getrennt 
Das Ol wird bei der Destillation im hohen Vakuum bei einer Badtempera 
tur von 120 bis 130° bereits zersetzt und laBt sich auf diese Weise nicht 
reinigen. Die Analysen und Methoxylbestimmungen zeigen, daB hier 
der Pyrophosphorsdure-Citronensdureester vorliegt. Durch Erhitzen des 
Ols mit verdiinnter Salzsdure unter RiickfluB tritt Hydrolyse ein, und 
es 1aBt sich Aconitséure (die durch Verbrennung, Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt identifiziert wurde) isolieren!, weil die in statu 
nascendi abgespaltene Citronenséure durch Séurewirkung dehydratisiert 
wird. 

Nach Auflésen des Ols in kaltem Wasser und Neutralisation mit 
Barytlauge in der Kalte wird durch Eindampfen im Vakuum das 
Bariumsalz des Citronensiure-Pyrophosphorsaureesters gewonnen. Das 
Salz ist durch etwa 5°, Bariumdiathylphosphat verunreinigt und lat 
sich durch Umfallen mit Alkohol aus wasseriger Lésung nicht reinigen, 
weil auch kleine Mengen von.Verunreinigungen mit ausfallen. Durch 
Spaltung mit Salzsiure wird Aconitséure erhalten. 

Der Citronensiure-Pyrophosphorsaureester lieB sich iiber das 
Brucinsalz reinigen, das in schénen Nadeln kristallisiert und bei 142 
bis 143° schmilzt. Durch Spaltung des Brucinsalzes mit kalter Baryt- 
lauge erhailt man das Bariumsalz der Citronensaure-Pyrophosphorsaure 
zurick. 

Ahnliche Versuche wurden mit Weinséure und Apfelséure durch- 
gefiihrt. Beim Erhitzen von Weinséiure und Pyrophosphorsaurediathylester 
erhalt man ein in Chloroform unlésliches Ol, das beim Erhitzen in kongo- 
saurer Lésung zum Teil hydrolysiert wird. Bei der Spaltung mit ver- 
diinnter Salzsiure entsteht unter Kohlenséureentwicklung Brenztrauben- 
séure, die als 2, 4-Dinitro-phenylhydrazon nachgewiesen wurde?®. 
"Ganz analog erhailt man beim Erhitzen von Apfelsiure und Pyro- 
phosphorséure-diaéthylester ein in Chloroform und in Ather unldésliches Ol. 
Bei der Spaltung mit verdiinnter Salzsiure konnte Fumarséure nachgewiesen 
werden. 

Die beiden letzten Versuche liefern nur einen qualitativen Beweis. 
das die Reaktion im Sinne der Bildung von Pyrophosphorsaureester verlauft. 

Bei den zahlreich ausgefiihrten Verbrennungen wurden sehr oft zu 
hohe C-Werte gefunden, wobei im Kaliapparat Phosphorsaéure mit Molybdat 
nachgewiesen werden konnte. Bei der Verbrennung eines Gemisches von 
Citronenséure und Calciumpyrophosphat wurden im Kaliapparat  stets 
geringe Mengen Phosphorsiure festgestellt, die durch Vorlegen eines Asbest- 

1 Wegen guter Léslichkeit in Wasser 1é8t sich Aconitsaéure nur un 
vollstandig extrahieren. — * Die nachgewiesenen Kohlenséure- und Brenz 
traubenséuremengen sind gering und nicht stéchiometrisch. 
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Uber den Pyrophosphorsaureester der Citronensaure. 1] 


piropfens nicht zuriickgehalten wurden und zu hohe Kohlenstoffwerte 
lieferten. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir Unter- 
stiitzung der Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil. 
Pyrophopshorsdure-diath ylester. 


100 ccm alkoholfreies und itiber Phosphorpentoxyd  getrocknetes 
Chloroform, 40 cem absoluter Ather und 50g Phosphorpentoxyd werden 
5 Stunden auf dem Wasserbad unter RiickfluB zum Sieden erhitzt. Bis 
auf geringe Anteile setzt sich das Phosphorpentoxyd mit dem Ather zu 
Pyrophosphorsaure -diathylester und geringen Mengen Metaphosphorsaure- 
athyester um. 

On 


o@P—-90—-P<o vy = 20>P—00, H;. 
| 


| OC 2H; 


O 


Man 1a8t erkalten und filtriert die Lésung durch ein trockenes Glas- 
filter in einen Vakuumkolben. Bei einer Badtemperatur von 20 bis 30° 
saugt man unter Kithlung der Vorlage Ather und Chloroform ab. Sobald 
der gr6Bte Anteil iibergegangen ist, steigert man die Badtemperatur auf 
60 bis 70° und saugt in mehreren Stunden die letzten Spuren Chloroform ab. 
So erhalt man ein gelb gefarbtes, zahfliissiges, reines Produkt. Die Ausbeute 
betragt 45 bis 50 g (60 bis 65°, der Theorie). 

0,1340 g Substanz gaben 0,1373 ¢g Mg,P,0;. P ber.: 28,70°,; gef.: 
28,2%. 

0,8687 und 0,9777 g Ester in 21,55 g Chloroform gaben At = 0,800 und 
0,850° C. Molekulargewicht ber.: 216, gef.: 192 und 181. 

Eigenschaften. 5g Pyrophosphorsaure-ithylester werden unter Kiihlung 
in 5ecem Wasser gelést. Zu der wasserigen Lésung setzt man unter starker 
Kiihlung und kraftigem Schiitteln solange Kalkbrei (CaO und H,O wie 1: 3) 
hinzu, bis die Lésung nur schwach kongosaure Reaktion zeigt. Die filtrierte 
Lésung wird in siedendem Wasserbad erhitzt. Nach 1 Stunde scheidet 
sich das diaéthylpyrophosphorsaure Calcium, das in Wasser sehr schwer 
léslich ist, ab. Die Lésung wird filtriert, und der Niederschlag wird nach 
zweimaligem Waschen mit Methylalkohol im Vakuum tiber Schwefelséure 
getrocknet. 

0,1132 g Substanz verbrauchen 8,4 ccm n/10 KMnQy,. Ca gef.: 14,9°,, 
ber.: 14,7% 3. 

0,1475 g Substanz mit Soda-Pottasche aufgeschlossen gaben 0,1213 g 
Mg.P,0, nach Woy?. P gef.: 22,9°%, ber.: 22,78 °%). 

Athoxylbestimmung. 0.0357 g Substanz verbrauchen 15,7 cem n/10 
Thiosulfatlésung. OC,H; gef.: 32,93°,, ber.: 33,1° . 

Spaltung des Ca-Salzes. 2,5 g diathylpyrophosphorsaures Calcium 
werden in 150 cem Wasser mit der berechneten Ménge Salzséure (1 Mol 
Salz, 4 Mol HCl) gelést und 100 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Es 
wurde nur Phosphorsaure bestimmt. 


1 Nahere Einzelheiten in Dissertation Kiekenberg, Danzig 1933. — 
® Chem.-Ztg. 21, 442, 469, 1897. 











12 kK. Wertyporoch u. H. Kiekenberg: 
Zeit g Mgo P, 0; Spaltung 
Std. pro 5cem Lésung %lo 
5 0,0194 28,1 
29 0,0284 41,7 
53 0,0398 58,3 
77 0,0458 67.1 
100 0,0510 74,8 


Brucinsalz der Didthylpyrophosphorsdure. 


1 g aus Calciumsalz mit Natriumoxalat erhaltenes diéithylpyrophosphor- 
saures Natrium wurde in 2,5cem Wasser gelést und mit der berechneten 
Menge salzsaurem Brucin (2,8 g) in 14cem Wasser versetzt. Nach 10 bis 
15 Minuten beginnt die Kristallisation. Nach einigen Stunden wurde 
filtriert. Die Rohausbeute betrug 1,8 g = 50°, der Theorie (wegen de: 
leichten Léslichkeit in Wasser). Das Rohprodukt wurde in 80 ccm siedendem 
Aceton gelést und vom ungelésten Teil, der aus salzsaurem Brucin besteht. 
hei® filtriert. Beim Erkalten der Lésung schied sich das Brucinsalz rein ab. 
Zur Analyse wurde bei 60° in der Trockenpistole iiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet. F. 215° unter Zersetzung. 

Phosphorbestimmung. 0,1 bis 0.2 g Brucinsalz wurden mit konz. Schwefel- 
siure und Salpeterséure erhitzt, bis die Lésung hell wurde. 

0,1581 und 0,2044 g Substanz gaben 0.0342 und 0.0554 g Mg,P,O.. 
P gef.: 6,18 und 6,1, ber.: 6,06. 

0.1523 und 0,1576 g Substanz gaben 7,4 und 7,5 cem N, 20°, 768 mm Hg. 
N gef.: 5,5 und 5,5, ber.: 5,47, 

C- und H-Bestimmung. 0,1084 und 0,1193 g Substanz gaben 0,2323 
und 0,2584 ¢ CO,; 0,0661 und 0,0706g H,O. C gef.: 58.8 und 58,6°,: 
H 6.7 und 6,7°,; ber.: 58,70°., H 6,3°,. 


Citronensdure-P yrophosphorsdurediathylester. 

'/y9 Mol gepulverte Citronenséure (9,6 g) ‘und '/,, Mol Pyrophosphor- 
siurediathylester wurden innig verriihrt und 20 Minuten unter haufigem 
Umriihren im siedenden Wasserbad erhitzt, wobei sich das Reaktionsgemisch 
gelb farbte. Nach dem Erkalten wurde das Produkt in 12 cem Wasser gelést. 

0,5ceem der Lésung verbrauchten 4,86 cem n KOH. 

Nun wurde Kalkbrei (CaO + H,O 1:3) unter starker Kiihlung bis 
zur schwach kongosauren Reaktion zugesetzt. 

0,5ceem der Lésung verbrauchte 2,10 cem n/10 KOH. 

Die filtrierte Lésung wurde im siedenden Wasserbad erhitzt und nach 
45 Minuten vom Niederschlag abgesaugt. Der Niederschlag wurde viermal 
mit je 10cem Methanol gewaschen und iiber Schwefelséure im Vakuum 
getrocknet. Die Ausbeute betrug 4 g. 

Es besteht aus Diaéthylealciumpyrophosphat, C,H ,)0,P,Ca. 

Roh, gef.: Ca 15,4, 15,3°,. P 22,4°,, iiber Brucinsalz gereinigt : 

Ber.: Ba 37,2%, P 16,18%, —OC.H; 24,3%; gef.: Ba 37,3%. 
P 16,95%, —OC.H, 24,4%. 
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Uber den Pyrophosphorsaureester der Citronensaure. 13 


M/49 Mol Citronensaure (9,6 g) und '/3, Mol Pyrophosphorsaurediathyl- 
ester (10,8 g) wurden zu einem gleichmaBigen Brei verriihrt und 4 Stunden 
n siedendem Wasserbad erhitzt. Die Reaktionsmasse bildete nach dieser 
Zeit ein dickfliissiges Ol, das mit Kristallen der nicht umgesetzten Citronen- 
saure verunreinigt war. 

Um den Rest von Diathylpyrophosphorsaureester zu entfernen, wurde 
das OL dreimal mit 50 cem trockenem Chloroform 15 Minuten zum Sieden 
erhitzt und das Chloroform vom 6ligen Riickstand getrennt. Das in Chloro- 
form unlésliche OL wurde in 30 cem absolutem Ather aufgenommen und von 
nicht umgesetzter Citronenséure abfiltriert. Der Ather wurde zuerst im 
Vakuum abgesaugt und dann auf 60 bis 70° C erhitzt, um das Ol von den 
letzten Spuren Athers zu befreien. 

CyoHygO,,P.. 0.1229 und 0.1706 g Substanz gaben 0,0710 und 0,0994 g 
Mg, P,O;. 

0,1390 und 0.1402 g Substanz gaben 0,1412 und 0,1416 g CO,; 0,0627 
und 0,0632 g H,O. 

—OC,H;-Bestimmung: 0,0423g Substanz verbrauchten 13,0 cem 
n/10 NayS.Qx3. 


Ber.: P 15,2, C 29,4, H 4,4, —OC,H; 22,0°,; 
gef.: P 16,1, C 27,4, H 5,0, —OC,H, 23,0, 
16,3, 27,5, 5,1%. 


Spaltung des Oles. 2,0 g¢ Substanz wurden in 80cem 2n HC! gelést 
und 48 Stunden zum Sieden erhitzt. In 5 cem der Lésung wurde P bestimmt. 
Es zeigte sich, da® nach dieser Zeit die Spaltung quantitativ war. 

5 ccm Lésung entsprechend 0,1250 g Substanz gaben 0,0720 g Mg, P,O>. 
P ber.: 16,1°., gef.: 16,0°,. 

Die wasserige Lésung wurde ausgeithert. Nach dem Verdampfen des 
Athers wurden 0,2 g Aconitsaure erhalten, die wie oben identifiziert wurde. 


Brucinsalz. 2g des Oles wurden in 10 cem Wasser gelést und mit 
n KOH neutralisiert und auf 100 cem aufgefiillt. Zu dieser L6sung wurden 
12 g Brucin, gelést in 52 cem n/2 HCl, hinzugegeben. Alsbald beginnt die 
Kristallisation in Nadeln und Nadelbiischeln. Nach 14 Stunden war die 
Kristallisation vollstandig geworden; es wurde abgesaugt und dreimal 
mit je 10 cem Wasser nachgewaschen. Die Ausbeute betrug 6 g. Zur Analyse 
wurde noch zweimal aus je 20 cem heiBem Wasser umkristallisiert, wobei 
nach dem Trocknen im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd bei 60° das Produkt 
den konstanten Schmelzpunkt von 142 bis 143° zeigte (unter Zersetzung). 

4,930 mg Substanz gaben 11,010 mg CQ,; 2,850mg H,O. 3,320 mg 
Substanz gaben 0,176 cem N, 23°; 766 mm Hg. 0.1470 und 0,2367 g Substanz 
gaben 0,0151 und 0,0258 g Mg,P,O;. 


Ber.: C 62,5, H 6,0, N 6,0, P 2 
gef.: C 61,6, H 6,2, N 6,0, P 2,9°, 


70’. 
s4oas 


Spaltung des Brucinsalzes. 1,437 g des Salzes wurden in 100 cem Wasser 
gelést und mit der berechneten Menge Barytlauge (30,9 ccm n/10 Ba(OH), 
versetzt. Alsbald beginnt die Ausscheidung von Brucin und nach 12 Stunden 
wurde es aus der wiisserigen L6sung mit Chloroform ausgezogen. Die 
wasserige Losung wurde im Vakuum bei 30° eingedampft und das aus- 
geschiedene Bariumsalz drei- bis viermal mit warmem Alkohol gewaschen, 
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um die letzten Spuren Brucin zu entfernen. Die Analysen zeigten folgende 
Werte: 

Formel: (C;H;Oj,3 P: Bay). Ba. 0,1142 g Substanz gaben 0,0410¢ 
Mg, P,O,; 0,082 g Substanz gaben 0,0715 g BaSQ,. 


Ber.: P 9,0, Ba 49,7°; 
gef.: P 9,9, Ba 51,0%. 


Ca-Salz des Citronensdure-Pyrophosphorsdureesters. Das Ol wurde in 
Wasser gelést und die wasserige Lésung mit Kalkbrei unter starker Kiihlung 
bis zur schwach kongosauren Reaktion versetzt. Die filtrierte Loésung 
wurde 1 Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt und der Niederschlag 
abgesaugt, dreimal mit Methanol gewaschen und im Vakuum iiber Schwefel- 
sdiure getrocknet. Die Ausbeute betrug 3,5 g. Die Analysen ergaben folgende 
Werte: 

0,2022 und 0,2071 g Substanz verbrauchten 24,5 und 25,0 cem n/10 
KMnO,. 0,1572 und 0.1596 g Substanz gaben 0,0856 und 0,0859 g Mg. P,0,. 
0,1742 g Substanz gaben 0,0768 g CO,; 0,0270g H,O. —OC,H;-Be- 
stimmung: 0,0302 g Substanz verbrauchten 0,8 ccm n/10 Na,S,Q3. 


Ber.: Ca 22,4, P 13,9, © 16,1, H 11%; 
gef.: Ca 24,1, P 15,16 C 13,2 H 1,7%, 
24,2, _15,0%. 


Verunreinigung durch athoxylhaltige Substanz gef.: 2°, deshalb 
zu hohe Calciumwerte. 


Hydrolyse. 1,5g des abgeschiedenen Ca-Salzes wurden mit 75 ccm 
2n HCl 48 Stunden am RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt. In 5 cem der 
Lésung wurde Phosphorsdéure bestimmt und es zeigte sich, daB nach 
48 Stunden die Spaltung vollstandig war. 

5cem Lésung entsprechend 0,1 g Substanz gaben 0,0542 g Mg,P,O. 
P ber.: 15,16 °, gef.: 15.3%. 

Die wisserige Lésung wurde mit Ather extrahiert und die atherische 
Lésung iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Verdampfen des Athers 
erhielt man 0,1 g Aconitséure, die durch C-, H-Bestimmung, Schmelzpunkt 
und Mischschmelzpunkt sowie Entfarben von KMnO, identifiziert wurde. 

C-, H-Bestimmung: 4,929 mg Substanz gaben 7,610 mg CO,; 1,660 mg 
H,O. Ber. fiir C,H,O,: C 41,95, H 3,44%, gef.: C 42,1, H 3,7%. 

Schmelzpunkt 181° (Aconitsdéure rein 185°). Mischschmelzpunkt 182°. 


Ba-Salz. 1,9 g des Oles wurden in 20 cem Wasser gelést und mit iiber- 
schiissiger, kalt gesattigter Barytlauge versetzt und einige Stunden stehen- 
gelassen. Dann wurde durch Einleiten von CO, das iiberschiissige Baryt 
als Carbonat gefallt und abfiltriert. Die wiasserige Lésung wurde im Vakuum 
bei 30 bis 40° eingedampft. Das iiber Schwefelséure im Vakuum getrocknete 
Bariumsalz gab folgende Analysenwerte: 

(C,H;0,,P,Ba,)Ba. 0,1146 g Substanz gaben 0,0924 g BaSO,, 0,1916 g 
Substanz gaben 0,0689g Mg,P,0,, 0,0204g Substanz gaben 0,0912 g 
CO,, 0,0380 g H,O. 

Ber.: Ba 49,7, P 9,0, C 10,4, H 0,8; 
gef.: Ba 47,5, P 9,8, C 12,4, H 2,0. 


Beim Kochen des Salzes mit 2n HCl wird das Salz vollstandig ge- 
spalten. 
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5eccm Lésung entsprechend 0,1 g Substanz gaben 0.0350 ¢ Mg,PO,. 
P ber.: 9,8%, gef.: 9,7% 

Durch Ausithern der wasserigen Lésung wurden 0,5 g Aconitséure 
erhalten. 


Apfelséure und P yrophosphorsduredidthylester. 


1/4) Mol Apfelsiure (6,8 g) und '/,, Mol Pyrophosphorsaurediathylester 
(10,6 g) wurden 8 Stunden bei 80° im Wasserbad erhitzt. Die heiBe, dick- 
fliissige Masse wurde dann rasch durch ein poréses Glasfilter gesaugt, um 
sie von nicht umgesetzter Apfelsiure zu befreien. Das Filtrat wurde 
mit 50eem Chloroform 30 Minuten zum Sieden erhitzt, um den nicht 
umgesetzten Pyrophosphorséurediathylester zu entfernen, Chloroform- 
lésung vom Ol abgetrennt und im Vakuum 5 Stunden auf 70° erhitzt. 
Die Analysen des Oles zeigen, da& ein Gemisch von verschiedenen Stoffen 
vorliegt. 

CgHy0,,P.. Ber.: P 17,7, —OC,H; 26,7, C 26,7, H 4,6°.; 
gef.: P 22,8, —OC,H; 29,2, C 23,7, H 4,5%, 


99 9 (9) 
22,9, 28.9%. 


Bei der Hydrolyse des Oles mit Salzsdéure volistindige Abspaltung der 
Phosphorsaure. 

0,5cem Lésung., entsprechend 0,2284g Substanz, gaben 0,1872 g 
Mg.P,O0,. P ber.: 22,8, gef.: 22,9%,. 

Aus der wisserigen Lésung lieB sich mit Ather Fumarsdure extrahieren, 
die durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und Entfarbung von KMnO, 
identifiziert wurde. In zugeschmolzener Kapillare zeigte das Produkt den 
Schmelzpunkt 283° und Mischschmelzpunkt 284°. 


Weinsdure und Pyrophosphorsdurediath ylester. 


1/4, Mol Weinséure (7,5 g¢) und ?/,, Mol Pyrophosphorséurediathylester 
(21,6 g) wurden 6 Stunden in siedendem Wasserbad erhitzt. Die heibe 
sirup6se Masse wurde rasch durch ein Glasfilter gesaugt, um sie von nicht 
umgesetzter Weinséure zu befreien. Der Sirup wurde mit 50 cem trockenem 
Chloroform 1/, Stunde erhitzt, um den nicht umgesetzten Pyrophosphor- 
siiureester zu entfernen, und der in Chloroform unlésliche Rest im Vakuum 
auf 60° erhitzt. Das Produkt zeigte Analysenwerte, die auf ein Gemisch 
deuten : 

Cio HogOi;gPy. Ber.: P 21,3, OCH; 30,9, C 24,7, H 45°; 
gef.: P 25,4, OC,H,; 30,0, C 21,0, H 43°, 
25,5, 30,0 °%. 

Bei der Spaltung des Oles mit Salzsdéure entweicht CO, (Nachweis mit 
Baryt), und in der wasserigen Lésung laBt sich mit 2, 4-Di-nitrophenyl- 
hydrazin Brenztraubenséiure nachweisen. Schmelzpunkt 215°. 


Anhang: Verbrennungen. 
Bei der Verbrennung von Phosphorsaéure und Pyrophosphorsaure-estern 
wurde festgestellt, da geringe Mengen von Phosphorsiure in den Kali- 
apparat iibergehen und die C-Werte erhdhen. 
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Get. | Get. | Menge 
Substanz CO, | H,O Ber. C | Gef. C Ber. Hy | Gef. H, Febler Fehler Phos- 


; ( H. phor- 
g ¢ %p %l9 %g %p . sure 


Citronensaure 
0,1410 g 
Cag Py O7 
0,0941 g 

Citronensaure | 
0,1244 g | 
Cay Py Oz 

Mit Asbest- 


pfropfen 
PbO, : 
0,1099 g¢ 
Citronensaure 
0,1450 g 
Cag Py O; 
0,1388 g 
Citronensaure | 
0,1765 ¢ | 
Cag Py Og 


0,1070 g | 
en 0,0436 34,2 48 4,9 + 0,1 


0,1216 0,0371 


,1402 0.0446 


0,1830 0,0586 | 349] 48 49 1407 





Um ein Ubergehen von Phosphorséure in den Kaliapparat zu ver- 
hindern, wurde am Ende des Verbrennungsrohres ein dichter Asbest- 
pfropfen, der die entstehenden P,O;-Nebel zuriickhalten sollte, eingeschoben. 
Die Verbrennungswerte blieben unverdndert. In Asbestpfropfen lieB sich 
nach mehreren Verbrennungen keine Phosphorséure nachweisen. Die 
Kalilauge im Kaliapparat gab nach dem Neutralisieren und Anséuern mit 
Salpeterséure die gleiche intensive Gelbfarbung mit Ammonmolyhdat, die 
auf Spuren von Phosphorséure hindeutet. Die Substanzen wurden wie 
iiblich mit Bleichromat und Bleisuperoxyd im Schiffehen vermischt. Wahr- 
scheinlich werden Spuren von phosphorhaltigen Verbindungen mit dem 
Gasstrom bei der Verbrennung mitgefiihrt, dann oxydiert und gelangen als 
Phosphoroxydnebel in den Kaliapparat. 





Uber die Hemmung und Aktivierung der Pankreasenzyme. 
(Lipase, Amylase, Trypsin.) 
2. Mitteilung iiber Adsorption von Enzymen an Eiwei8. 


Von 


H. Dyckerhoff, H. Miehler und V. Tadsen. 


(Aus dem Universitatsinstitut und der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Lebensmittelchemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 25. November 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Dem einen von uns gelang es gemeinsam mit G. Tewes! ,,alle unter- 
suchten Proteine unter geeigneten Versuchsbedingungen mit Pepsin 
und Lab zu beladen“’. Die Ubertragung dieser Versuche auf das kompli- 
zierte Fermentgemisch der Pankreasdriise fiihrte zu der Fragestellung: 
, Sind Proteine befahigt, auch als Trager fiir solehe Enzyme zu dienen, 
die andere Substrate als EiweiB spalten, oder ist der notwendige Trager 
jeweils unter der KGrperklasse zu suchen, die das Enzym zu spalten 
vermag ?‘‘ Die Ergebnisse unserer Adsorpticnsversuche mit Proteinen 
haben jedoch gezeigt, daB die Beantwortung dieser Frage erst dann 
méglich ist, wenn die mannigfachen und undurchsichtigen Hemmungs- 
und Aktivierungserscheinungen des pankreatischen Enzymsystems 
weiter aufgehellt sind. Einen Beitrag zur Klirung dieses Problems 
soll die vorliegende Mitteilung geben. 

Rohe und getrocknete? Pankreasdriisen vom Schwein, die teils 
ganz frisch, teils einige Stunden, zum Teil sogar einige Wochen alt 
weiter verarbeitet wurden, haben wir mit Wasser, Ammoniak, Essig- 
siure und Glycerin extrahiert. Kenntnis von der Geschwindigkeit, 
mit der die Enzyme und die vorhandenen Hemmungskorper der Driise 
entzogen werden, erlangt man dadurch, da8 man die Extraktion nach 
Zusatz des gesamten Lésungsmittels auf einem groBen Filter durch- 
fiihrt, dessen Vorlagen nach bestimmten Zeitabschnitten gewechselt 
werden. Die analytische Kontrolle des Enzymgehalts der Fraktionen 
zeigt, dab der scheinbare Gehalt des Extraktes an Amylase und Trypsin 
bei Verwendung aller Extraktionsmittel — abgesehen von dem iiberaus 
plétzlichen Austritt des Lyotrypsins aus der getrockneten Driise 
mit der Dauer der Extraktion stetig ansteigt, bis nach Durchlaufen 
eines nach einigen Tagen erreichten Maximums die Enzymkonzentra- 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 93, 1933. — ? R. Willstdtter u. 
E. Waldschmidt-Leitz, ebenda 125, 132, 1923. 
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tionen der Lésungen (,,Enzymnormalititen‘‘!) wieder abnehmen. LaBt 
man die nach Moéglichkeit beim Maximum des Enzymgehalts ab- 
getrennten Fraktionen altern, so zeigt der Vergleich der Enzym.- 
normalititen dieser gealterten Lésungen mit denen der Fraktionen, 
die nach einer um die Alterungszeit vermehrten Extraktionsdauer ab- 
getrennt wurden, da die Bestandigkeit der Amylase und des Trypsins 
in den von der Driise getrennten Filtraten nahezu die gleiche ist, wie 
in den die Driise noch enthaltenden Extrakten. Die Abnahme des 
Enzymgehalts mit der Dauer der Extraktion in den abgetrennten 
Fraktionen ist daher lediglich auf die Unbestandigkeit der Fermente 
bei der Extraktion zuriickzufiihren. 

Die Lipase verhalt sich bei der sauren und ammoniakalischen 
Extraktion torma! ahnlich, wie die beiden anderen Enzyme. Im ammoni- 
akalischen Medium kann jedoch das schnelle Absinken des scheinbaren 
Lipasegehalts der spaiteren Fraktionen nicht als Enzymzerstérung be- 
trachtet werden, weil die beim Maximum des Fermentgehalts abge- 
trennten Fraktionen nach einem Tag Altern noch ungefahr die dreifache, 
nach 2 Wochen sogar noch die 14fache Lipasenormalitaét zeigen, wie die 
nach entsprechend verlingerter Extraktionszeit abgetrennten Frak- 
tionen. Die iiberaus schnelle scheinbare Abnahme des Fermentgehalts im 
Extrakt kommt vielmehr dadurch zustande, daB ein Hemmungskérper, 
der der ausgleichenden Hemmung und Aktivierung, die R. Willstdtte) 
und F. Memmwn? in ihrer Bestimmungsmethode der Lipase mit Tributyrin 
anstreben, entgeht, der Driise entzogen wird. In Glycerin scheint dieser 
Hemmungskérper sehr leicht léslich zu sein. Die erste Fraktion des 
Glycerinextraktes (0 bis 10 Minuten Extraktionszeit) zeigt die gréBte 
lipatische Wirksamkeit, waihrend auch hier wieder die Lipase-Normalitat 
wahrend der Extraktion unvergleichlich viel schneller absinkt als in 
den gleichaltrigen, klaren Fraktionen. Die. Bestatigung fiir die An- 
sicht, daB ein Hemmungskérper und nicht Enzymzerstérung fiir den 
schnellen Riickgang der Lipasekonzentration in den Driisenextrakten 
verantwortlich zu machen ist, bringt die Extraktion roher Driisen mit 
Wasser. Abb. 1 zeigt, daB der scheinbare Lipasegehalt der wasserigen 
Fraktionen im Laufe der Extraktion auf ein Minimum absinkt, um 
dann auf mehr als die Halfte des urspriinglichen Gehalts wieder an- 
zusteigen. Bis zum Minimum der Kurve entzieht das Wasser der Driise 
mehr Hemmungskérper als Enzym. Von da an iibertreffen die in Losung 
gehenden Fermentmengen die hemmende Kraft der sich lésenden 
hemmenden Stoffe. Die nach Durchlaufen des Maximums gemessene 
Lipaseverminderung kommt durch Enzymzerstérung zustande. 


1 Als ,,Enzymnonmalitat’ (E.N.) bezeichnen wir den (scheinbaren) 
Enzymgehalt der Lésungen in Einheiten pro eem. — * Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 129, 1, 1923. 
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Der Nachweis dafiir, daB der geringe Lipasegehalt der meisten 
Fraktionen durch das Vorhandensein eines Hemmungskérpers vor- 
vetauscht ist, laBt sich noch in anderer Weise erbringen. In mehr als 
der Halfte aller untersuchten Fraktionen, und immer in den scheinbar 
lipasearmen, la8t sich der Hemmungskérper vom Enzym durch Aceton- 
Atherfalling abtrennen. Die Lipaseausbeute in den Trockenpraparaten 
schwankt, je nach Herkunft der 
Lésung, zwischen dem halb- bis 
neunfachen der Lipasemenge, die 
in der Lésung gemessen wird. Fast 
immer findet man eine Steigerung 
des Lipasegehalts bei Fallung von 
Fraktionen, die wenig Lipase ent- 
halten. Sogar Lésungen, die 
scheinbar véllig lipasefrei waren, 
lieBen sich in Trockenpraparate 
iiberfiihren, die — betrachtliche 
Lipasemengen enthielten. Nie 
aber wurde, iibereinstimmend mit 
den Schliissen, die wir aus der Abb. 1. 

Betrachtung der Extraktion ge- 

zogen haben, eine Vermehrung der Lipase durch Fallung essigsauer ex- 
trahierter Lésungen becbachtet. In manchen Fallen erweist sich auch 
ein in der Lésung selbst gebildeter Caseinniederschlag als lipasereicher 
als der Extrakt. Manchmal geniigt schon Durchschiitteln der Fraktionen 
mit festem Casein, um die Enzymausbeute auf iiber 100°, zu steigern. 

Amylase verhalt sich in mancher Beziehung anders. Nur ganz 
selten findet man in Trockenpriparaten, seien sie nun durch Fallen 
mit oder ohne Caseinzusatz gewonnen, mehr Amylase als in den Ex- 
trakten. Trotzdem aber ist auch dieses Ferment von einem Kérper 
begleitet, der die volle kohlenhydrat-spaltende Kraft des Enzyms herab- 
setzt und dessen stérender Einflu8 in der Bestimmungsmethode! nicht 
ausgeschaltet wird. Die Trennung dieses Begleiters vom Ferment 
gelingt durch bloBes Durchschiitteln mit festem Casein oder durch 
Bildung eines Caseinniederschlags in der Lésung selbst. Das Protein 
nimmt den Hemmungskérper auf, und dadurch wird, wie im experi- 
mentellen Teil niher ausgefiihrt, die Amylasewirksamkeit der Pankreas- 
extrakte auf das 1!/,- bis 6fache gesteigert. 

Auch die Bestimmungsmethode? des dritten auf hochmolekulare 
Substrate spezifischen pankreatischen Enzyms, des T'rypsins, erfaBt, 
trotz der Aktivierung des Ferments mit Enterokinase, nur den un- 


aM 


1 R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 126, 143, 1923. — * R. Willstdtter u. Mitarbeiter, ebenda 
161, 191, 1926. 
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gehemmten Teil der eiweiB-spaltenden Kraft des Driisenextraktes 
Enzymtrockenpraparate, die man durch Accton-Atherfallung gewinnt 
sind meist trypsinreicher als die Lésungen, aus denen sie gefallt werden. 
Kine Ausnahme bilden nur die Trockenpraparate, die durch Fallung 
der Glycerinextrakte aus getrockneten Driisen erhalten wurden, bei denen 
wit keine Trypsinausbeute tiber 100° erhalten konnten. Auch in 
Falle des Trypsins werden hemmende Begleitstoffe durch die Fallung 
vom Enzym abgetrennt. Adsorptiv gereinigte Enzymlésungen zeigen 
diesen Effekt nicht, scheinen also den Hemmungskérper, dessen Ent- 
fernung die Steigerung der meBbaren Aktivitait bedingt, bei der Ad- 
sorption verloren zu haben. Die Enzymverluste bei der Reinigung 
iiberwiegen jedoch die scheinbare Enzymanreicherung, so daB die Ad- 
sorptionsrestlésungen nicht trypsinreicher scheinen als die rohen 
Pankreasextrakte. Da der bisher allgemein herrschenden Ansicht nach 
Trypsin nur in Gegenwart von Kinase befahigt ist, Proteine zu spalten, 
liegen den Beobachtungen, die wir .bisher mitgeteilt haben, Versuchs- 
ergebnisse zugrunde, die unter Hinzufiigung iiberschiissiger Kinase zur 
Bestimmungsprobe crhalten wurden. 

Die Wirkungslosigkeit der Trypsinlésungen, die durch Adsorption 
von Kinase! oder Trypsinkinase? befreit wurden, gegeniiber genuinem 
Eiweif8, bildet eine starke Stiitze fiir die Auffassung, da8 Trypsin allein 
chne Enterokinase Proteine nicht zu hydrolysieren vermag. Den Vor- 
gang der spontanen Aktivierung stellt man sich als Bildung von Kinase 
aus Prokinase vor?. Wenn diese Ansicht richtig ist, mu8 es gelingen, 
spontan aktivierten Losungen die gebildete Kinase durch Tonerde. 
adsorption wieder zu entziehen. EH. Waldschmidt-Leitz (|. c.) halt den 
Beweis dafiir, daB ,,sich auch bei der durch Lagerung aktiv gewordenen 
Driisensubstanz dem Enzym mit Hilfe dieses Adsorptionsverfahrens 
ein Teil der Kinase wieder entziehen ]a4Bt‘‘,-dadurch fiir erbracht, dab 
er den Aktivitatsgrad* eines aus 24 Stunden gealterter Pankreasdriise 
gewonnenen wisserigen Extraktes durch Behandeln mit Tonerde von 
100 auf 75%, senkt. Die geringen der Lésung entzogenen Kinasemengen 
findet der genannte Forscher in den Elutionen der Tonerdeadsorbate 
wieder. Auch die Vorstufe des Aktivators, die Prokinase, la8t sich 
nach H. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck® in gleicher Weise wie 
Kinase selbst vom Enzym trennen. In den Elutionen beobachten dic 
genannten Forscher die Bildung von Kinase uus Prokinase. 


1 EB. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 181, 1924. - 
2 E. Waldschmidt-Leitz, u. K.Linderstrém-Lang, ebenda 166, 227, 1927. — 
3 BE. Waldschmidt-Leitz, 1. c. Siehe auch R. Willstdtter u. M. Rhodewald. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 218, 77, 1933, und zwar 8. 88. — * R. Will- 
stdtter u. M. Rhodewald, ebenda 218, 77, 1933, und zwar S. 87. — > Ebenda 
149, 221, 1925. 
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Alle diese Befunde stiitzten die Auffassung, daB erst der in stéchio- 
metrischen Verhaltnissen erfolgte ZusammenschluB von Kinase und 
‘Trypsin die EiweiBhydrolyse erméglicht. Die Feststellung von EF. Wald- 
schmidt-Leitz', daB die Reaktion zwischen Trypsin und Kinase dem 
HinfluB ,,von der Driise selbst hervorgebrachter Hemmungskérper 
unterliegt‘* und daB ,,ein wechselnder Gehalt des Enzymmaterials an 
aktivierungshemmenden Stoffen zur Erzielung des naimlichen Akti- 
vierungsgrades verschiedene Mengen Aktivator erfordert‘‘?, legt trotz- 
dem den Gedanken nahe, da der Aktivator nicht mit Trypsin, sondern 
mit bestimmten Hemmungskérpern sich verbindet und durch deren 
Ausschaltung dem an sich wirksamen Enzym erméglicht, die Protein- 
hydrolyse zu katalysieren®. 

Es erscheint notwendig, die in der Literatur beschriebenen Ver- 
suche unter diesem neuen Gesichtspunkt zu betrachten. Erhéhung des 
Aktivitaitsgrades durch Kinasezusatz und Verminderung desselben durch 
Kinaseentzug sind ohne weiteres verstindlich. Den Vorgang der 
spontanen Aktivierung alternder Lésungen hitte man sich so zu 
erklaren, daB Hemmungskérper abgebaut werden und dadurch mehr 
und mehr Trypsin seine katalytische Wirksamkeit entfalten kann. In 
der vollaktiven Lésung wird dann der fiir das Enzym notwendige 
Trager (bei Trypsin mit groBer Wahrscheinlichkeit ein Protein‘) ab- 
gebaut, was die Zerstérung des Ferments zur Folge hat. Es ist aus 
diesem Gesichtspunkt heraus leicht verstaindlich, daB inaktive Lésungen 
die Erscheinungen der spontanen Aktivierung weniger deutlich zeigen 
und auBerdem haltbarer sind als Lésungen, die Kinase enthalten 
(EZ. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, |. ¢.). Nur schwer vereinbar 
mit der Annahme eines an sich aktiven Trypsins ist der Befund von 
Waldschmidt-Leitz, wonach sich der Aktivitatsgrad einer spontan voll- 
aktivierten Enzymlésung durch Tonerdeadsorption um 25% vermindern 
laBt. (Aliquote Teile der Adsorptionsrestlésung geben Spaltungen 
entsprechend 0,49 cem n/5 KOH mit Kinasezusatz, 0,37 eem n/5 KOH 
ohne Kinasezusatz. Fehlergrenze +- 0,05cem n/5 KOH.) Allerdings 
gibt der genannte Forscher keine Erklirung fiir die bemerkenswerte 
Tatsache, da nur !/, der Kinase, deren Bildung aus Prokinase an- 
genommen wird, adsorbierbar ist, wihrend */, des Aktivators unadsor- 
biert bleiben. Wir haben zahlreiche Versuche in dieser Richtung ducch- 
gefiihrt, aber in keinem Falle eine Verminderung des Aktivitatsgrades 
bei Behandlung von geniigend gealterten, vollaktiven Trypsinlésungen, 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 142, 217, 1925. — ? Vgl. auch die Beob- 
achtungen von K. Linderstrém-Lang u. E. M. Steenberg, C. r. Carlsberg 
17, Nr. 16, 1929. — *% Vgl. dazu W. Grassmann, Oppenheimers Handb. d. 
Biochem., Erg.-Bd. 8. 193f. Jena 1930. — 4 Vgl. dazu J. H. Northrop 
u. M. Kunitz. J. gen. Physiol. 16, 267, 295, 313, 323, 339, 1932. 
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selbst nicht durch neunmalige Tonerdeadsorption feststellen kénnen!, 
Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck? berichten, daB auch Prokinase 
vom Trypsin getrennt werden kann. In den prokinasehaltigen Elutionen 
soll die Bildung des Aktivators trotz der Abwesenheit von Trypsin 
in einigen Tagen vor sich gehen. Es ist uns nicht gelungen, in der 
angegebenen Art und Weise Elutionen zu erhalten, die auch mit Kinase- 
zusatz gegen Casein wirkungslos bleiben. Der Aktivitaétsgrad der 
Elutionen war allerdings sehr klein. Aus diesen Griinden ist es uns 
leider nicht méglich gewesen, die Bildung von Kinase aus Prokinase 
in Abwesenheit von Trypsin selbst zu beobachten. Wir fanden abe: 
in allen von Kinase- und Prokinase durch Adsorption nach EZ. Wald. 
schmidt-Leitz (l.c.) befreiten Restlésungen spontane Aktivierung bis 
100 %, wenn dieser Vorgang auch gegeniiber der Erhéhung des Aktivitats- 
grades in kinasehaltigen Lésungen stark verlangsamt ist. 

Uber einen Fall der Aktivierung des Trypsins der Pferdeleucocyten 
durch Waschen mit Aceton, den man nicht als Bildung von Kinase 
aus Prokinase ansehen kann, berichten R. Willstdtter und M. Rhode- 
wald® und bemerken hierzu: - 

Die altere Annahme, das Trypsin selbst trete in der Form einer 
unwirksamen Vorstufe auf, bewahrt sich nicht. Die Aktivierung scheint 
vielmehr dadurch zustandezukommen, daB die Enterokinase im Ver- 
haltnis zu vorhandenen Hemmungskérpern vermehrt wird oder dadurch 
daB die Menge der Hemmungsk6érper vermindert wird, z. B. durch 
Waschen der Leucocyten mit Aceton —“. Dieser wichtige Befund 
R. Willstdtters steht in naher Beziehung zu den Ergebnissen, die wir 
durch Fallung pankreatischer Lésung gewonnen haben. Aus un- 
gereinigten Pankreasextrakten werden durch Aceton-Atherfallung 
Hemmungskérper vom Trypsin abgetrennt, die durch Kinase nicht aus- 
geschaltet werden und durch deren Entfernung im Trockenpraparat 
Enzymausbeuten von mehr als 100%, vorgetéuscht werden. Adsorptiv 
gereinigte Trypsinlésungen verlieren, ebenso wie die Trockenpraparate 
aus ungereinigten Extrakten, durch Aceton-Atherfallung einen Hem- 
mungskérper, dessen Wirkung durch zugesetzte Kinase ausgeschaltet 
wird und durch dessen Entfernung der Aktivitaétsgrad des Trocken- 
praparats im Vergleich zu dem der Lésung erhéht wird*. Durch Um- 
fallung 1é8t sich in den meisten Fallen noch eine weitere Steigerung 
des Aktivitatsgrades der Trockenpraparate erzielen. Ebensowenig wic 
spontan aktivierte Lésungen lassen sich Trockenpraiparate durch Ton- 
erdeadsorption wieder entaktivieren. 


1 Vgl. dazu K. G. Stern, Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 169, 1931. — 
* Ebenda 149, 221, 1925. — * Ebenda 188, 107, 1930. — * Vgl. dazu 
W. Grassmann, H. Dyckerhoff u. O. v. Schoenebeck, ebenda 186, 193, 1930. 





nn), 


ASe 


1€)) 
Siti 
der 
se- 


Adsorption von Enzymen an Eiwei8. II. 23 


Wir fassen das Ergebnis unserer Versuche im folgenden zusammen: 

1. Die Pankreasdriise enthalt Stoffe, die die Enzyme der Fett-, 
Kohlenhydrat- und Eiwei8spaltung hemmen und deren stérender Ein- 
flu8 in den Bestimmungsmethoden nicht oder doch nur zum Teil aus- 
geschaltet wird. 

2. Trypsin ist auch in Abwesenheit von Enterokinase befahigt, 
Proteine zu spalten. AuBer den unter 1. beschriebenen hemmenden 
Stoffen ist das Trypsin von einem Hemmungskérper begleitet, dessen 
stérender Einflu8 durch Enterokinase ausgeschaltet wird. 


Experimenteller Teil. 


Da in der vorliegenden Mitteilung haufig geléste Enzymmengen mit 
solchen in trockener Form verglichen werden, fiihren wir der Ubersichtlich- 
keit halber den Begriff der Enzymnormalitdt (N.) ein. Eine Enzymlésung 
hat die Normalitaét 1, wenn sie eine Enzymeinheit im Kubikzentimeter ent- 
halt. Die Enzymnormalitaét ist nur ein Ma8 fiir die me8bare Enzymmenge, 
nicht aber fiir den Reinheitsgrad der vorliegenden Fermentlésung. 


Verhalten der Lipase und Amylase bei der Extraktion. 


Rohe Pankreasdriisen vom Schwein werden durch die Fleisechmaschine 
getrieben und, falls sie nicht sofort weiterverarbeitet werden, unter Zusatz 
von Toluol bei 0° aufbewahrt. Man nimmt ! kg des feucht gewogenen 
Organbreies in 5 Liter n/20 Ammoniak, n/3 Essigsiure oder Wasser bzw. 
in 4 Liter 87 °,igem Glycerin auf und gieBt die Gesamtmenge auf ein Filter. 
Die Fraktionierung geschieht in der Weise, da man nach dem gewiinschten 
Zeitpunkt die Vorlage wechselt und nunmehr in eine neue Vorlage bis 
zum nachsten Zeitpunkt weiter filtriert. Die Feststellung der Enzym- 
normalitaten der Lésungen geschieht unter den von R. Willstdtter und 
Mitarbeitern! angegebenen Bedingungen mit Starke bzw. Tributyrin als 
Substrat. 

Tabelle I. 


Am ylaseextraktion. 





Glycerin Wasser n/20 Ammoniak  n/3 Essigsiure 
A.N. A.N. Y 


Extraktionszeit 


50 O|St(O,80 


5-10 Min. . . . 5 1,28 1 
eed 1,35 1,87 1,45 
gaa 1,65 1.96 2.45 
i es | 1,95 2,13 2:56 
2.20 2,40 3,20 

2.35 2,68 3,81 

2.53 3.02 4,21 

3,11 3.51 3,77 

349 | 412 3,32 

3,77 401 1.98 


1 Pankreasamylase: FR. Willstdtter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 126, 143, 1933; R. Willstdtter u. F. Memmen. ebenda 129, 
1, 1923. 
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Tabelle II. Lipaseextraktion. 





edestitheeaall — oe n/20 oe | n/3 Essigsdure 
5—10 Min... .. 400 710 780 
nd ee ae 305 710 810 
45 , har: ALE, 200 630 1000 
60 , ae Ae 160 560 1190 
Hmm le. 155 500 1250 
Maes Stee eh 156 355 1250 
S05 Eo ae a 275 1250 
ae Pe eX aie 195 1130 
24, i Sar 132 710 
88 5 RPh 120 390 
PMO oh ik, 112 312 
Seer oe Cin i 162 200 
312 110 
400 100 
312 88 
156 87 
100 80 
102 66 
88 67 


Tabelle I und II, die den Verlauf der Enzymextraktion an charak- 
teristischen Beispielen erlaéutern, die wir einer gr6Beren Anzahl ahnlicher 
Extraktionsversuche entnehmen, zeigen, da8 die Amylasenormalitat der 
Lésungen bis zum Einsetzen der Enzymzerstérung stetig ansteigt. Uberein- 
stimmend verhilt sich Lipase, wenn man Glycerin, Essigsiure oder Ammoniak 
als Extraktionsmittel verwendet. Bei Verwendung von Wasser jedoch 
fallt die Butyrasenormalitat bald bis zu einem Minimum, um dann wieder 
anzusteigen. Da die klaren, beim Minimum gewonnenen Fraktionen wisseriger 
Extrakte, wie Tabelle III zeigt, keine Erhéhung des Enzymgehalts beim 
Altern zeigen, halten wir es fiir wahrscheinlich, daB der gréBere Enzym- 
reichtum des die Driise enthaltenden Extraktes nach Durchlaufen des 
Minimums nicht auf Abbau des gelésten Hemmungsk6rpers, sondern auf 
die Herauslésung weiterer Lipasemengen zuriickzufiihren ist. 


Tabelle III. Verhalten der klaren Fraktionen beim Altern. 





,sofort* | 1 Tag alt 4 Tage alt 8 Tage alt 14 Tage alt | 20 Tage alt 
B.N. B.N. B.N. B.N. B. N. BLN. 


Extraktionsmittel 


400 395 360 312 300 
Glycerin + - - 22 — 18 13 6,5 

156 154 153 155 131 

710 710 620 — 550 
Wasser: - - - 195 mae 88 eee eine 


1000 = 810—s«690 su nit 
110 105 90 88 54 
a pe “ 744 


86 50 21 3 
663 oe — 
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Die in Tabelle II] untersuchten Lésungen sind dem Extraktions- 
yersuch, den Tabelle I] beschreibt, entnommen. Aus dem Vergleich der 
Enzymgehalte ist ersichtlich, mit welcher Fraktion der Tabelle II der 
Alterungsversuch der Tabelle III durchgefiihrt wurde. 

Ein Vergleich von Tabelle JI und III zeigt, da’ die Enzymnormalitaten 
in den klaren Fraktionen, abgesehen vom essigsauren Filtrat, viel langsamer 
absinken, als im Extraktionsgemisch selber. 


Verhalten der Lipase und Amylase beim Fallen. 


Die ungereinigten Extrakte werden zur Fiallung mit der Halfte ihres 
Volumens Ather iiberschichtet und mit Aceton bis zur Phasenmischung 
versetzt, wahrend den Glycerinlésungen, nach Verdiinnung mit dem gleichen 
Volumen Wasser, Aceton bis zur vollstaindigen Fallung zugegeben wird. 
Den Niederschlag trennt man an der Zentrifuge ab und wascht ihn zweimal 
mit Aceton und zweimal mit Ather. Ammoniakalische Ausziige wurden 
teilweise auch durch Zusatz von Essigséure gefallt und genau wie die Aceton- 
Atherfallungen weiter behandelt. 


Tabelle IV. 


Fallung von Amylase und Lipase. 





“ Enzymausbeute 
Lisung Fallung Ausbeute wk 
Extraktionsmittel " =e 





| 


ALN. B.N. A.W. B. W. mg/eem eee ee 


= 


157+ 134 DB 328 6 
2857+ 162 328 8 
0,78 2 5 | 476 3 
‘ 1,05 134. 16 
en te ; ‘ 142 | 116 
122 19 
800-14. 
926 | 121 


14,8 
. 15,5 
0,89 9,4 
0,30 44 
Wasser --:- - Wy 041 4,8 
j ) 0,47 f 11,0 
0,83 7 20,7 
1,63 ) 10,8 
1,05 5 17,0 


0,94 2 8.8 


. 0,61 9,4 
Ammoniak: - - - 9 1,00 312 11,6 


0,05 3,0 


iii 0.67 °10,4 
issigsaure - - + PY Li 19,2 





W 0,15 2 4.8 
ee TiS A Oe ae 0,29 5 5,8 


+ Beim Minimum des Enzymgehaltes abgetrennte Fraktion. 
* Mit Essigsiure gefillt. 
O Mit Eiweifzusatz gefallt. 
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Tabelle VI. 


Extraktion des Trypsins. 





. : ' 15 30 45 11, 6 24 P 
Extraktionszeit Min. Min.| Min. Std. Std. | Std. Maximom 
Rohpankreas {7T.N...... 1 2,9) 29) 29/29) 29 | 29 2,9 
in Glycerin | Aktivitatsgrad* 11 | 15 20 20 20 = 20 20 
Trockenpankreas {T.N. ..... 3,9) 80,5138 | 13  — 13 13 
in Glycerin | Aktivitatsgrad 11 |} 12 | 18 | 138 | — 13 13 
Rohpankreas {T.N......j)08/)10'— | 58 68 | 11 aa 
in Wasser \ Aktivitatsgrad 3 5 7 12 | 27 - 
Rohpankreas {T.N......;) 5 | — | 55/58! 65 | 9,5 10 
in Ammoniak | Aktivitatsgrad 8 — 9 |} 10 | 11 13 13 
Trockenpankreas {T.N...... 73/73 — 175) 7,5 0 7,5 7,5 
in Ammoniak | Aktivitatsgrad 8 i] - | 10 16 16 | 16 


* Vel. R. Willstatter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem, 288, 77, 1933 usw. S. 87. 


Bemerkenswert ist die kurze Zeit, in der das Lyotrypsin getrocknete 
Pankreas und Rohpankreas, wenn man mit Glycerin extrahiert, verlaBt. 
Frische Driisen geben sonst mit zunehmender Extraktionszeit mehr und 
mehr Enzym ab, ein Vorgang, der wahrscheinlich in der allmahlichen 
Umwandlung von Lyo- und Desmotrypsin auf autolytischem Wege seine 
Begriindung hat. Der Aktivitaétsgrad ist bei Glycerinextraktion ziemlich 
konstant, wahrend er bei Extraktion mit Wasser und Ammoniak infolge 
spontaner Aktivierung stetig ansteigt. 


Verhalten der ungereinigten Trypsinlésungen beim Fallen. 


Die Fallung der Enzymlésungen wird in der gleichen Weise wie oben 
beschrieben durchgefiihrt. Etwa sich ausscheidende Glycerintrépfchen 
lést man durch Zusatz von etwas Alkohol. In einigen Fallen, besonders 
bei Umfallung von Trockenpraparaten, wurde statt mit Aceton-Ather nur 
mit Aceton gefallt. Das Waschen der Praparate geschah ebenfalls wie 
oben beschrieben. 


Der Tabelle VII liegen Werte zugrunde, die die unvermeidlichen Ver- 
luste bei der Darstellung der Trockenpraparate nicht mit beriicksichtigen. 
Daher diirften die wirklichen Werte der Enzymausbeuten noch um etwa 
10 bis 15°, héher liegen. Bei sorgfaltiger Durchfiihrung der Fallung findet 
man, unabhingig vom Alter der verwendeten Driisen und vom Lésungs- 
mittel, stets Ausbeuten iiber 100°, mit Ausnahme der Glycerinextrakte 
aus Trockenpankreas, bei denen wir Trypsinvermehrung durch Fallung 
nie gefunden haben. Wir haben mit Rohpankreas jeglichen Alters gearbeitet 
und auch Lésungen der verschiedensten Extraktionsdauer gefallt. Es konnte 
jedoch nicht ermittelt werden, ob ein bestimmtes Alter der Driisen oder 
ein bestimmtes Lésungsmittel oder eine bestimmte Extraktionszeit be- 
sonders hohe Enzymausbeuten bedingen. 


Der Hemmungskérper scheint demnach in stark wechselnden Mengen 
von der lebenden Driise gebildet zu werden. Eine kleine Erhéhung des 
Aktivitatsgrades wird auch beim Fallen ungereinigter Lésungen meist 
beobachtet. 
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Tabelle VII. 


Fallung ungereinigter Trypsinlésungen. 
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win te ee 
Extraktes TN, | Aktivitats- Tw. Aktivitats- 
i grad i grad 
1,10 12 2,2 13 
| 1,00 13 8 
= | 0,74 11 1,2 11 
0,70 8 1,0 12 
8,00 8 2.5 12 
‘ | 6,04 5 1,6 17 
Ki, 7,02 7 2.74 20 
| 7,02 7 3,01 8 
2.98 100 2.3 100 
1,72 19 1,85 20 
. 2,11 6 2,21 3 
By 1,74 12 1,73 14 
2,85 69 1,95 86 
3,44 3 1,50 12 
1,24 2 2,49 28 
B, § 212 10 2.05 9 
1,6 14 2,45 18 
C;, 1,51 50 1,37 100 
Cy 2,04 19 1,82 20 
3,81 16 1,57 68 
D, | 2,75 92 2.35 90 
| 2,51 100 3,21 100 
2,35 8 2,27 7 
Dy 2.37 6 2,28 8 
| 2,38 8 2,38 i) 


ff 


S « 
= 


A, 
B, 


D, 


Die Driisen wurden gleich 
weiterverarbeitet. 


Gewichts- 
ausbeute 


mg/cem 


13 
16 
19 
11 
14,4 
12 
14,8 


nach Entnahme 


Die Driisen waren ungefahr 1 Stunde alt. 
= Die Driisen waren iiber | Tag alt. 


> Rohpankreas in Glycerin. 


. Ammoniak. 
Hssigsdure. 


Wasser. 


aus 


Enzym- 
ausbeute 


%o 


140 
240 


187 
140 


104 
200 
103 
109 
115 
119 
243 
120 
185 
145 
106 
118 

66 
161 
140 
138 
118 
148 


dem 


Alter der 
Driisen 


it 
if 


a /~i ZS. SOS OO 


if 


Schwein 


A, = Trockenpankreas in Glycerin. 
+» Ammoniak. 


. Essigsdure. 


B, 
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dD, 


.. Wasser. 
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Umjdllung der Trockenprdparate aus ungereinigten Trypsinlésungen. 


Erst durch Umfiallung gelingt es, den Aktivitatsgrad aus ungereinigten 
Trypsinlésungen gefillter Trockenpraparate zu erhéhen. 3g Trocken- 
praparat werden in 100 ccm Wasser aufgenommen, von etwa Ungeléstem 
abfiltriert und mit Aceton gefallt. Der Niederschlag wird zweimal mit 
Aceton und zweimal mit Ather gewaschen. 


Tabelle VIII zeigt an einigen Beispielen, da8 auch aus ungereinigten 
Lésungen, wenn auch erst durch Umfallung, in den Trockenpraparaten 
eine bedeutende Erhéhung des Aktivitaétsgrades erzielt werden kann. 


Tabelle VIII. 








Trockenpriparat Nach Umfallung 
TW. | Aktivitiitsgrad T. W. Aktivitutsgrad 
2,51 18 2,81 46 
2,87 19 3,14 69 
2,23 13 1,94 37 


Fdllung gereinigter Trypsinlésungen. 


Zur adsorptiven Reinigung, die die Abtrennung des Erepsins und der 
Kinase zur Folge hat, eignen sich Glycerinlésungen aus getrockneter Driise 
am meisten. Die Lésungen wurden in der von £. Waldschmidt-Leitz und 
A. Harteneck (1. c.) angegebenen Art adsorbiert. Die Fallung geschah mit 
Aceton-Ather in iiblicher Weise. 


Tabelle IX. 








Restlésung Trockenpriparat Enzym- ats 
— sceaeonsenenpaaneerec! Sceies ausbente des Ausbeute 
TN Aktivitats- TW Aktivitiits- Aktivitats- 
oe grad orl grad 09 grades mg/cem 
1,1 1 4 37 80 36 2,3 
3,1 2 2,75 14 90 12 10 
2.0 2 3,25 16 71 14 3,7 
1,8 3 2,49 31 25 28 1,7 
2,1 2 3 50 33 48 2.4 


Tabelle IX, die nur einen kleinen Teil der von uns gefallten Rest- 
lésungen enthalt, zeigt, daB die Erhéhung des Aktivititsgrades groBen 
Schwankungen unterworfen ist. Wie im Falle der ungereinigten Trocken- 
praparate kénnen auch hier durch Umfallen noch héhere Aktivitatsgrade 
erreicht werden. 1 g Trockenpraparat wird in 300 cem Wasser unter Hinzu- 
fiigung von 10 ccm n Acetat-Essigsiurepuffer pq 3,8 gelést und in der 
iiblichen Weise wieder gefallt. 
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Tabelle X. 





Trockenpraparat Nach Umfallung Enzvmausbeute 
T.W.  —sAktivitatsgrad = TL W.SsAtivitatsgrad 9 
4 37 2 60 55 
2,75 14 3 30 74 
3,25 16 3,25 100 64 
3,22 22 3 100 68 
3,25 14 4,25 66 74 
3,74 24 2,72 100 72 


Aus Tabelle X ist ersichtlich, daB die Trockenpraparate sich ausnahms- 
los durch Umfallen weiter aktivieren lassen. Es ist jedoch nur selten ge- 
lungen, den Aktivitaétsgrad 100 zu erreichen. Der Grund dafiir wird darin 
zu suchen sein, dai die Driise Hemmungskoérper hervorbringt, die durch 
Aceton-Atherfallung nicht entfernt werden. Die Menge, in denen diese 
Begleitstoffe vorhanden sind, ist maBgebend fiir den durch groBes Um- 
fallen erreichbaren maximalen Aktivitatsgrad. 


Spontane Aktivierung. 


Da Waldschmidt-Leitz' in einer spiteren Mitteilung angibt, daB ,,das 
Trypsin in den Mutterlaugen der Tonerdeadsorption keine Selbstaktivierung 
mehr erleidet*‘, haben wir Adsorptionsrestlésungen beim Altern auf ihren 
jeweiligen Aktivitétsgrad hin untersucht. Fiir die Zeit von 3 Tagen, die 
Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck (|. c.) ihren Versuchen zugrunde legen, 
kénnen wir die Mitteilung dieser Forscher, daB keine spontane Aktivierung 
eintritt, bestatigen. Die folgenden Tabellen zeigen jedoch, daB man die 
unter Zusatz von Toluol im Eisschrank aufbewahrten Lésungen nach 
langerer Zeit in allen Fallen vollaktiv findet. 


Tabelle XI. 


Spontane Aktivierung prokinasefreier Lésungen bei py 7.2. 





Alter der Restlisung ‘cs. ie Aktivierungsgrad 
0 1,2 0 
3 Tage 1,0 2 
1 Woche 0,8 27 
2 Wochen 0,6 109 
3 Wochen 0,3 100 


Tabelle XII. 
Spontane Aktivierung prokinasefreier Lésungen bei py 4,2. 





Alter der TN. Aktivierungs- Alter der TN. Aktivierungs- 
Restlisung grad Restlisung a grad 
0 1,1 0 1 Monat 0,9 74 
3 Tage 1 0 2 Monate 0,9 109 
1 Woche 1,0 4 3 Monate 0,7 100 
2 Wochen 0,95 18 


bo 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 221, 1925. 
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Adsorption spontan aktivierten Trypsins'. 














Tabelle XIII. Tabelle XIV. 
Adsorption des gealterten Adsorption gealterter Rest- 
Driisenextraktes. losungen. 
Zahl der TN Aktivitits- Zahl der TN Aktivitats- 
Adsorptionen ar grad Adsorptionen nena grad 
0 3,2 100 0 0,7 100 
2 2,7 109 2 0,35 100 
4 2,5 100 4 0,16 109 
5 2,3 100 6 0,14 100 
(j 2,1 100 8 0,12 100 
9 1,6 100 
Tabelle XV. Tabelle XVI. 
Adsorption eines durch Um- Adsorption eines durch Altern 
fillen aktivierten Trocken- der Lésung aktivierten 
praparates. Trockenpraparates. 
Zahl der TW Aktivitits- Zahl der TW | Aktivitits- 
Adsorptionen Pe grad Adsorptionen nia grad 
0 2,2 100 0 2 50 
3 1,6 100 3 1,5 50 
6 1,2 100 6 1 59 
9 1 100 9 0,75 50 


Die Trypsinwerte der Tabellen XV und XVI beziehen sich auf Milli- 
gramm Substanz, die urspriinglich gel6ést wurde. 


Die Versuche der Tabelle XIII sind mit einer Glycerinl6sung durch- 
gefiihrt, die aus Trockenpankreas gewonnen war und sich durch neun- 
monatliches Stehen bei Zimmertemperatur voll aktiviert hatte. Der Trypsin- 
gehalt der Lésung sank wiahrend dieser Zeit auf die Halfte. Die Versuche 
der Tabelle XIV sind mit einer Restlésung durchgefiihrt worden, deren 
Herkunft aus Tabelle XII ersichtlich ist. Die Versuche der Tabelle XV 
wurden mit einem Trockenpraparat durchgefiihrt, das nach der Vorschrift 
der Tabelle X hergestellt wurde. Zur Gewinnung des Enzymmaterials der 
Tabelle XVI wurden 200 mg eines wenig selbst aktiven Trockenpriparates 
in 20 cem Wasser gelést, auf py 7 gebracht und 66 Stunden bei 40° gehalten. 
15cem dieser Lésung, deren Enzymgehalt aus dem Anfangswert der Ta- 
belle XVI ersichtlich ist, wurden auf 75 cem verdiinnt, mit 1,2 eem n Essig- 
siure-Acetatpuffer, py 3,8, versetzt und adsorbiert. Alle Adsorptionen 
wurden genau nach der von EF. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck' ge- 
gebenen Vorschrift durchgefiihrt. Die Versuche zeigen eindeutig, da in 
keinem Falle eine Verringerung des Aktivitaétsgrades spontan aktivierten 
Trypsins zu beobachten ist. 


1 Versuchsbedingungen nach E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 147, 286, 1925 
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Fdllung von Trypsinlésungen mit Caseinzusatz. 

Waldschmidt-Leitz und K. Linderstrém-Lang'! beschreiben ein Ver- 
fahren, welches es erméglicht, Trypsinkinase an einen in der Lésung selbst 
gebildeten Niederschlag zu adsorbieren. Wird die Fallung bei py 4,7 durch- 
gefiihrt, so steigt der Aktivitatsgrad der Mutterlauge, wie die genannten 
Forscher angeben, erheblich an. Wird die Fiallung jedoch bei py 5,2 dureh- 
gefiihrt, so sinkt der Aktivitaétsgrad der Lésung auf Null. Wir haben diese 
Versuche mehrfach wiederholt und kénnen die Ergebnisse der genannten 
Forscher vollauf bestatigen. Die durch Aceton-Ather fallbare Substanz- 
menge der mit Caseinlésungen behandelten Driisenextrakte steigt, wenn 
man genau bei py 4,7, also dem isoelektrischen Punkt des reinen Caseins 
(unsere Versuche wurden mit Casein Hammarsten durchgefiihrt, das durch 
zehnmaliges Umfallen der ammoniakalischen Lésung gereinigt wurde) 
arbeitet, nur wenig an. Dreimalige Fallung der L6sung mit Casein Hammar- 
sten bei py 5,2 vermehrt jedoch die durch Aceton-Ather fallbare Substanz- 
menge auf etwa das Doppelte*®. Wir glauben deshalb, daB bei py 4,7 der 
gebildete Caseinniederschlag Hemmungskérper aufnimmt, was eine Er- 
héhung des Aktivitétsgrades zur Folge hat (vgl. dazu die oben beschriebene 
Ausbeutesteigerung der Amylase). Bei py 5,2 jedoch nimmt die Lésung 
Fremdk6rper auf, die infolge ihrer hemmenden Wirkung das Enzym seines 
an sich schon geringen Aktivitatsgrades berauben. 


Herrn Dr. R. Armbruster, der die Umfiallungen der Trypsinpraparate 


durchfitihrte, sprechen wir an dieser Stelle unseren Dank aus. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir fiir die 
zur Vertiigung gestellten Mittel, die die Durchfiihrung dieser Arbeit er- 
moéglichten. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 166, 241, 1 
friihere Angabe, ebenda 186, 190, 1930. 
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ber die Atherzahl des Serums. 
Von 
Franz Seelich. 
(Aus dem Institut Pasteur zu Paris.) 
(Eingegangen am 24. November 1933.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


1. Vergleich mit den Atherzahlen wisseriger Natrium-Oleatlésungen 
und Natrium-Glykocholatlésungen. 


In ciner friiheren Abhandlung! wurde von uns tiber eine Reaktion 
des Serums mit Ather herichtet. Es handelt sich um die merkwiirdige 
Eigenschaft des Serums bei stufenweiser Atherzugabe unter Schiitteln 
eine gelartig elastische, vollkommen durchsichtige Masse zu_bilden. 
Kine gegebene Menge Serum zeigt eine quantitativ begrenzte Aufnahme- 
fahigkeit an Ather, d.h. einen Sattigungspunkt, nach dessen Uber- 
schreitung bei Schitteln ein spontaner Zusammenfall der Masse statt- 
hat. Die gute Reproduzierbarkeit dieses Sattigungspunktes erlaubte 
die Ausarbeitung einer Methode zur Messung der Atherbindung - 
oder wie wir nichts vorwegnehmend sagen wollen — der Atherzahl] 
des Serums: d. h. die cem Ather, die 1 cem Serum aufnehmen kann. 
Diese Zahl ist fiir ein gegebenes Serum spezifisch. Fir normales 
Pferdeserum betragt sie ungeféhr 7. Weiterhin machten wir die Fest- 
stellung, daB genannte Atherzahl keine Anderung zeigt, wenn man 
das Serum 10 Minuten lang auf 50° erhitzt, jedoch stufenweise in dem 
_MaBe abnimmt, als die Temperaturen tiber 50° steigen. Nach Erhitzen 
des Serums auf 57° wahrend 10 Minuten ist die Atherzahl des Pferde- 
serums von 7 auf etwa 4,6 gesunken, ein Wert, der auch nach Erhitzen 
auf héhere Temperaturen nicht unterschritten wird. Seren, welche 
auf Temperaturen von tiber 64° erhitzt wurden, geben infolge zu hoher 
Viskositét der entstehenden gelartigen Masse unsichere Werte. Da die 
Senkung der Atherzahl nach Erhitzen des Serums fast genau in dem 
Bereich der Temperaturen stattfindct, in dem einerseits die Komplement- 
wirkung zerstért wird und fiir den andererseits durch die Versuche 
von Lecomte du Noiiy? durchgreifende Veréinderungen der inneren 
Struktur des Serums nachgewiesen wurden, gewinnt dieses Phanomen 
unzweifelhaft an Interesse. 


1 Diese Zeitschr. 250, 549, 1932. — 2 Ann. Inst. Pasteur 42, 742, 
1928; 43, 749, 1929; 48, 187, 1932; 44, 109, 1930; 45, 251, 1930. 
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Weitere Versuche! haben gezeigt, daB die Zugabe geringer Mengen 
von normalem frischen Serum zu Serum, welches 10 Minuten lang 
auf 57° erhitzt worden war, ein unverhaltnismaBig hohes Ansteigen der 
Atherzahl bewirkt — von 4,6 bis auf Werte, die zwischen 6 und 7 liegen. 
Diese Erscheinung erinnert an die unter denselben Voraussetzungen 
erfolgende Regeneration der biologischen Komplementwirkung. Es 
konnte auBerdem an alterndem Serum zugleich mit dem Sinken der 
Komplementaktivitat ein Absinken der Atherzahl nachgewiesen werden. 

Beziiglich des Mechanismus der zur Bildung der beschriebenen 
stark viskosen und durchsichtigen Masse fiihrt, haben wir in unserer 
ersten Veréffentlichung eine Arbeitshypothese aufgestellt, welche die 
Struktur des ,,Serummolekiils“ zur Erklarung der beobachteten Ather- 
bindung heranzieht. Nun fiihrten spatere Versuche jedoch zu dem 
iiberraschenden Ergebnis, daB wasserige Lésungen von Na-Oleat, Na- 
Glykocholat und noch einiger weiterer Substanzen bei Schiitteln mit 
Ather ein abnliches Verhalten zeigen. Sattigungspunkt und darauf 
folgender Zusammenfall manifestieren sich ganz auf die gleiche Weise. 
Der einzig auffallige Unterschied ist, daB die zuletzt genannten Sub- 
stanzen nach Atherzugabe unter Schiitteln ausnahmslos eine Triibung 
zeigten. Hier handelt es sich wohl unzweifelhaft um Emulsionen von 
Ather in den wiisserigen Lésungen von Na-Oleat und Na-Glykocholat 
mit einem von Menge und Konzentration der Lésung abhangigen 
Sattigungspunkt. 

Was man mit, ist also das Emulgierungsvermégen. 

Da jene Emulsionen im Ruhezustand unbestandig sind, so diirfte 
neben der schiitzenden Wirkung genannter Substanzen in erster Linie 
der verteilende Einflu8 sich geltend machen, infolge der Erniedrigung 
der Grenzflichenspannung Ather—Wasser durch Adsorption. Da8 es 
bei Emulgierung einer Fliissigkeit A in einer bestimmten Menge 
der Flissigkeit B mit Hilfe einer gegebenen Menge des Emulgators C 
zu einer Grenze der Aufnahmefahigkeit an A kommt, ist verstandlich; 
die Lage des Sattigungspunktes wird abhangig sein von der Menge B 
und C und der Teehnik des Emulgierungsvorganges: doch ergibt 
sich die Frage, ob man im Falle von Emulgierungen durch Schiitteln 
mit der Hand iiberhaupt quantitativ iibereinstimmende Werte erwarten 
darf, da ja doch Zeitdauer und Intensitat des Schiittelns bei den einzelnen 
Messungen sicher variieren. Diesbeziiglich geben die Arbeiten von 
Briggs und Schmidt? einigen Aufschlu8. Die genannten Autoren hatten 
sich zur Aufgabe gestellt, jene Faktoren kennenzulernen, die die Emul- 
gierung von Benzol in einer wasserigen Lésung von Na-Oleat beein- 
flussen kénnen. 


1 C.r. Soc. de Biol. 110, 922. — ? J. Phys. Chem. 19, 478, 1915. 
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Obgleich die Versuchsbedingungen von den unsrigen abweichen, 
sind die Ergebnisse dieser Arbeit doch prinzipiell wichtig. Es zeigte 
sich, daB bei einer gegebenen Konzentration an Na-Oleat nach einer 
bestimmten Zeitdauer des Schiittelns ein Maximum an Benzol emul- 
giert wird, welches auch nach viel langer dauerndem Schiitteln nicht 
iiberschritten werden kann (s. Abb. 1). 

Wird also griindlich genug geschiittelt, so ist ein eindeutiger und 
gut reproduzierbarer Sattigungsgrad, wie wir ihn praktisch gefunden 
haben, auch theoretisch absolut 
wahrscheinlich. 
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Abb. 1. vollstandig Klar- und Durehsich- 

tigbleiben der Serum-Athermasse, 

einen Grenztall darstellt. Nicht jedes Serum bleibt nach Schiitteln 
mit Ather vollstindig klar — es geniigt auBerdem ein Zusatz von 
ungefahr 30°, Wasser oder physiologischer Salzlésungen zu Serum, 
um nach Atherzusatz unter Schiitteln eine deutliche Triibung zu 
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bewirken. 

Da man annehmen mu, da8 die in Serum emulgierbare Ather- 
menge von der Grenzflachenaktivitat der Lipoproteinkomplexe be- 
einfluBt wird, haben wir den Versuch unternommen, die Grenzflachen- 
spannung des natiirlichen und erhitzten Serums gegen Ather zu messen. 
Kin Serum, welches waihrend 10 Minuten auf 50° erhitzt worden war. 
zeigt eine héhere Grenzflachenspannung als das nicht erhitzte Serum. 
Der Anstieg findet im Bereich der Temperaturen von 52 bis 57° statt: 
ein Erhitzen auf héhere Temperaturen (bis 64°) verursacht kein weiteres 
Ansteigen. Die Kurve der Anderung der Grenzflichenspannung nach 
Erhitzen des Serums erweist sich als ein genaues Gegenbild der unter 
denselben Voraussetzungen erfolgenden Erniedrigung der Atherzahi. 
(Wir werden iiber diese Versuche noch in einer besonderen Mitteilung 
berichten.) Ein vorher tiber 50° erhitztes Serum zeigt also im Vergleich 
mit frischem Serum eine héhere Grenzflichenspannung gegen Ather 
und ein abgeschwachtes Emulgierungsvermégen. Damit ist allerdings 
noch nicht erklart, was es fiir eine Anderung im erhitzten Serum ist 
die die Grenzflichenspannung und das Emulgierungsvermégen_ be- 
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einfluBt. Vorliegende Arbeit stellt sich lediglich zur Aufgabe, einen 
Teil der bisherigen Versuchsergebnisse mit Na-Oleat, Na-Glykocholat 
und Pferdeserum in vergleichender Weise darzustellen und auf Méglich- 
keiten zu deren weiteren Auswertung hinzuweisen. 


Beschreibung der Versuchsanordnung. 

Es wurde gewéhnlich mit 1 cem Versuchsfliissigkeit gearbeitet. Das 
SchiittelgefaB bestand aus zwei T-f6rmig aneinander geschmolzenen Probe- 
rohrehen von einem Fassungsraum von etwa 25em. Siehe Abb. 2. 

Geschiittelt wurde ausschlieBlich mit der Hand 
unter VerschlieBen der Offnung mittels des Daumens. 
Es wurde der Ether anhydre pur A 66 Bé-Dé 0,720 der 
chemischen Werke Rhone-Poulenc verwendet. 

Der Versuchsgang gestaltet sich folgendermafen: Abb. 2. 
1 cem der zu messenden F liissigkeit wird in das Schiittel- 
gefaB gebracht und der Ather stufenweise unter nachfolgendem Schiitteln 
aus einer Biirette zugetropft. Anfangs ist es giinstig, nur wenige Tropfen 
auf einmal zuzugeben, spater kann man mehr (bis etwa 0,2 cem) auf ein 
mal zuflieBen lassen, muB jedoch vor jeder neuen Zugabe Sorge tragen, daB 
der gesamte Ather aufgenommen ist und die Menge gleichmaBig viskos er- 
scheint (nicht an den GefaéBwanden gleitet). Unter Beachtung dieser 
VorsichtsmaBregeln ist der Sattigungspunkt sowie die darauf folgende 
spontane Atherabscheidung sehr eindeutig und mit erstaunlicher Genauig- 
keit feststellbar (Schwankungen unter Parallelversuchen etwa 5°, der 
Athermenge). 

Setzt man zuviel Ather auf einmal zu, so wird dessen Emulsionierung 
unméglich. Die schon vorhandene Emulsion gleitet als ziherer Anteil im 
Schiittelréhrechen hin und her, ohne in ihrem feinsten Gefiige dauernd ver- 
misecht zu werden. Es tritt weiterhin in ahnlicher Weise wie nach Uber- 
schreiten des Sattigungspunktes die mit Zusammenfall bezeichnete 
spontane Atherabsonderung ein. Die Dauer eines Versuchs betragt durch- 
schnittlich 10 bis 15 Minuten. 

Wie bereits an fritherer Stelle ausgefiihrt wurde!, hatten die Versuche 
unter Verwendung von Schiittelmaschinen nicht den gewiinschten Erfolg. 
Wir méchten diesbeziiglich auf eine Arbeit von Briggs? hinweisen, aus der 
hervorgeht, daS im Falle der Emulgierung von Benzol in verdiinnten 
Na-Oleatlésungen das Schiitteln mit Unterbrechung bedeutend wirksamer 
ist als das gewoOhnlich angewendete ununterbrochene Schiitteln: ..inter- 
mittent shaking may be six hundred or even thousand times more effective 
then uninterrupted but equally violent agitation". 

Es diirfte diese Erscheinung die hauptsachlichste Ursache dafiir sein, 
daB das Schiitteln mit der Hand, welches ja infolge der Atherzugabe zwang- - 
laufig dauernd unterbrochen wird, wirksamer ist und kiirzere Zeit bean- 
sprucht als das Schiitteln mittels einer Maschine. 

Das fiir unsere Versuche verwendete normale Serum wurde sofort 
nach seiner Absonderung aus Pferdeblut gesammelt und zentrifugiert. Es 
wurden bisher nur wenig Versuche mit Seren anderer Tierarten angestellt. 
Diesbeziiglich ist zu bemerken, da®B die Atherzahlen bei den einzelnen Tier- 
arten verschieden sind und da’ normales Meerschweinchenserum nicht 


! Diese Zeitschr. 250, 549, 1932. 2 J. Phys. Chem. 24, 120, 1920. 
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meBbar ist. da die Viskositat der Masse bereits nach Zugabe von wenigen 
Kubikzentimeter Ather derart ansteigt, daB ein Durchschiitteln unméglich 
wird. 

Versuchsergebnisse. 

Wie erwahnt, verstehen wir unter ,,Atherzahl* die Athermenge in 
Kubikzentimeter, die in lecm Versuchsfliissigkeit emulgiert werden 
kann. Diese Zahl ist fiir eine bestimmte Konzentration einer gegebenen 
Substanz spezifisch. Verwendet man statt 1 eem der Versuchslésung 2 ccm, 
so steigt die emulgierbare Athermenge auf das Doppelte. 

Frisch hergestellte Lésung von gereinigtem Na-Oleat in Wasser zeigen 
die in der Abb. 3 ersichtliche Abhangigkeit von der Konzentration. 

Die Werte der Abszisse bezeich - 
nen die Milligramme Na-Oleat in 
leem Wasser, die Werte der Ordi- 
nate die Athermengen, die in 1 cem 
Versuchsfliissigkeit emulgiert wer- 
den kénnen. Konzentrationen von 
weniger als 0,2 mg Na-Oleat in wiisse- 
riger Lésung geben unsichere Werte. 

Bei héheren Konzentrationen sind 

0 Qf QY 06 08 40 42.4% 4% % 20 die Werte innerhalb der angege- 
mg Na-Oleat pro om’ Wasser benen Fehlergrenze konstant. Die 

Abb. 3. Punkte der Kurve  entsprechen 
Mittelwerten aus drei Messungen. 

Es ergibt sich eine Gerade, die — verlangert man sie tiber das nicht 
meBbare Bereich — ihren Ursprung bei der Konzentration 0 hat. Innerhalb 
unserer Versuchsbedingungen ist die emulgierbare Athermenge direkt 
abhaingig von der Menge Na-Oleat: 1 mg Na-Oleat, gelést in 1 cem Wasser, 
gibt die doppelte Atherzahl als 0,5 mg pro lecem Wasser. 

Die entsprechende Kurve des Na-Glykocholates zeigt einen etwas 
anderen Verlauf. Siehe Abb. 4. 
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Abb. 4. Abb. 5. 


Sie ist gekriimmt im Bereiche der Konzentrationen von weniger als 
0,7 mg pro Kubikzentimeter, und die Verlangerung ihres geraden Teiles 
wiirde nicht, wie im Falle des Na-Oleates, bei der Konzentration 0 die 
Abszisse schneiden. Es emulgiert 1mg Na-Glykocholat, in l1eem Wasser 
gelést, auch keineswegs die doppelte Athermenge als 0,5mg in 1 ccm 
Wasser, sondern weniger. 
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Die Unterschiede zwischen beiden Substanzen zeigen sich am 
deutlichsten, wenn man zu lecem Na-Oleatlésung oder Na-Glykocholat- 
jésung bestimmter Konzentrationen stufenweise Wasser hinzufiigt und die 
\thermenge miBt, die in der beziiglichen Fliissigkeitsmenge emulgiert 
werden kann. Siehe Abb. 5. 

Die Werte der Abszisse bezeichnen die Kubikzentimeter Wasser, die 
zur urspriinglichen Lésung von 2 mg Substanz in 1 cem Wasser hinzugefiigt 
wurden, die Werte der Ordinate die Athermengen in Kubikzentimeter. 
Im Falle des Na-Oleates (Kurve A) ist ein Wasserzusatz ohne EinfluB, 
wihrend im Falle des Na-Glykocholats die Athermenge im Sinne der 
Kurve B ansteigt. 

Die Griinde fiir dieses verschiedene Verhalten lieBen sich bis jetzt 
nicht feststellen. Médglich ist, daB die Konzentration einer Na-Glykocholat- 
lésung insofern einen EinfluB auf die Ather- 
verteilung hat, daB bei fallender Konzen- 
tration ein Ansteigen der Grenzflachenspan- 
nung die Trépfchengré8e anwachsen 1aBt. 

Da sich damit die Adsorptionsflichen ver- 

kleinern wiirden, so kénnte in diesem Falle 

dieselbe Menge Na-Glykocholat eine gréBere 

Athermenge einhiillen. Nicht versténdlich 

ist jedoch, warum wir im Falle des Na- 

Oleates nicht dieselbe Erscheinung beob- 

achten kénnen. Da es sich hier um aéuSerst 

unstabile Emulsionen handelt, ist ein Messen 

der Trépfchengr68e leider undurchfiihrbar. 

Wir erhoffen eine Aufkléirung dieser Frage 

durch Messungen der Grenzflachenspannung ; 3 a | 
genannter Lésungen gegen Ather. cm Normosal, die zu 1cm* 

Es ist auch noch eine andere Méglich- Serum hinzugerigh wurden 
keit in Betracht zu ziehen. Auf Grund viel- Abb. 6. 
facher Beobachtungen! miissen wir bei vielen 
lyophilen Solen Gleichgewichte zwischen Teilchen verschiedener GréBen 
annehmen, die unter anderem vor allern von der Konzentration in der Weise 
abhangig sind, da8 bei sinkender Konzentration eine Desaggregierung der 
gréBeren Komplexe statthat. Macht man die Annahme eines solchen Gleich - 
gewichtszustandes in einer Lésung von Na-Glykocholat, so wiirden bei 
Verdiinnen weitere Mengen des aktiven emulgierenden Anteiles entstehen 
und ware dadurch ein Anwachsen der emulgierbaren Athermenge ver- 
standlich. 

Wie verhalt sich nun das Serum im Vergleich mit den Lésungen von 
Na-Oleat und Na-Glykocholat ? 1 ccm normales Pferdeserum wurde mit 
steigenden Mengen Normosallésung? versetzt und die Atherzahl gemessen. 
Die entsprechenden Werte ergeben die in Abb. 6 ersichtliche Kurve. 

Man beobachtet auch hier ein Ansteigen der emulgierbaren Ather- 
menge nach Verdiinnen, und zwar in noch staérkerem Mae als im Falle 
des Na-Glykocholates. Setzt man statt Normosallésung Wasser zu, so 
verlauft die entsprechende Kurve anfanglich auf die gleiche Weise; nach 





ae et ‘ « a ° - ‘ . orc - 

1 Eine Ubersicht gibt Freundlich, Kapillarchemie II, 352. — ? Kom- 
plexe physiologische Salzlésung der Sachsischen Serum-Werke, A.-G., 
Dresden, die ungefihr dieselbe Zusammensetzung wie Tyrodelésung hat. 
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Zugabe von iiber 2cem Wasser sinkt jedoch die Athermenge gegeniibe: 
der entsprechenden Normosalverdiinnung ab. 

Wahrscheinlich wird es im Falle des Serums noch schwieriger sein, ein: 
Erklirung fiir das Ansteigen der emulgierbaren Athermenge nach Ver 
diinnen zu finden. Es miissen dieselben Méglichkeiten in Betracht gezoge1 
werden, wie fiir den Fall der Na-Glykocholatlésung: Abhangigkeit de: 
Trépfchengr6é6Be von der Konzentration, Abhangigkeit von der Konzentra 
tion der Lésung im Sinne des Adsorptionsgesetzes, Gleichgewichtszustan« 
in bezug aut die Dispersitat. 

Obwohl Svedberg und Sjégren' bei isoliertem Serumalbumin und Serum 
globulin die Unabhangigkeit des Molekulargewichtes von der Konzentration 
feststellen, so ist damit noch nicht erwiesen, daB im Serum selbst nicht ein 
Gleichgewichtszustand in bezug auf den Dispersitaétsgrad besteht, wie ihn 
Svedberg und Heyroth® fiir L-Hamocyanin nachgewiesen haben. Lecomt; 
du Noty,* kommt auf Grund seiner Untersuchungen beziiglich des Kolloid 
charakters von Proteinlésungen, Serum und Plasma zu dem Ergebnis. 
daB ein geringer Teil der Proteinmolekiile gruppiert sein kann und dai; 
deren Zahl gegeniiber den Molekulardispersen von den Bedingungen des 
Lésungsmittels abhangig sein diirfte: ,,il existe probablement un équilibre 
entre les molecules grouppées et celles qui ne le sont pas et la proportion 
des micelles dépend évidemment des conditions du solvant, de la con 
centration en ions hydrogéne te.** Es kénnte Wasserzusatz eine Steigerung 
der Dispersitat nach sich ziehen und damit die Zahl der als Emulgatoren in 
Betracht kommenden Molekiile oder Molekiilgruppen erhéht werden. 

Wie ersichtlich, gestatten die Kurven in Abb. 3 und 4 einen Riickschlu!: 
auf die Konzentration einer unbekannten Na-Oleat- oder Na-Glykocholat 
losung. Dies jedoch nur dann, wenn man gereinigtes Material vor sich hat 
und die Alterungserscheinungen in Betracht zieht. Frisch hergestellt: 
Lésungen geben erst nach etwa 1 Stunde die héchsten Werte. Das spéatere 
Absinken der Atherzahl, das in manchen Fallen schon nach wenigen Stunden 
beobachtet werden kann, geht bei Na-Oleatlésungen parallel mit der Bildung 
des wasserunléslichen Na-Elaidates. In Lésungen von Na-Glykocholat 
entsteht bereits nach wenigen Stunden jene Art von seidiger Triibung, di 
fiir Stabchensole charakteristisch ist; derartige L6sungen zeigen ein 
schwacheres Ansteigen der Atherzahl nach Wasserzusatz. Da®B wir auch 
an Serum Alterungserscheinungen unter Absinken der Atherzahl feststellen 
konnten, ist wohl nicht verwunderlich; wichtiger ist vielleicht die Tatsache. 
daB dieses Absinken parallel geht mit dem Verschwinden der leider an sic! 
schon geringen komplettierenden Eigenschaften des Pferdeserums. 

Wie schon erwahnt, eignet sich Meerschweinchenserum, welches dir 
starkste Komplementaktivitaét besitzt und auch in dieser Hinsicht am 
besten untersucht ist, infolge zu hoher Viskositaét nach Atherzugabe nicht 
zur Messung der Atherzahl. 


Zusammenfassung. 


1. In wasserigen Lésungen von Na-Oleat und Na- Glykocholat 
kann Ather emulgiert werden. Die Menge des unter Schiitteln unstabi! 


' J. Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 1928. — * Ebenda 51, 539, 1929. 
3 Lecomte du Noity, Equilibres superficiels des solutions colloidales, cha 
pitre X (Masson & Cie., Paris). 
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emulgierbaren Athers ist bei gegebener Menge und Konzentration der 
Lésungen konstant. Die in 1 cem Versuchsfliissigkeit emulgierbare 
\thermenge wurde als Atherzahl bezeichnet. 

2. Die bereits friiher beschriebene Atherbindung des Serums scheint 
ein besonderer Fall einer solchen Emulgierung zu sein. 

3. Zugleich mit dem Absinken der Atherzahl nach Erhitzen des 
Serums auf Temperaturen tiber 52° ist ein Ansteigen der Grenzflachen- 
spannung Ather-Serum feststellbar. 

4. Die emulgierbare Athermenge einer wiasserigen Lésung von 
Na-Oleat ist nur von der Menge geléster Substanz abhangig, jedoch 
nicht von der Konzentration der letzteren. 

5. Fiir die emulgierbare Athermenge einer waisserigen Lésung 
von Na-Glykocholat ist auBer der Menge geléster Substanz auch dic 
Konzentration der Lésung mabgebend. 

6. Die Kurven der Atherzahlen bei Veranderung der Konzentration 
von wasserigen Lésungen von Na-Oleat und Na-Glykocholat gestatten 
einen RiickschluB auf die Konzentration einer unbekannten Lésung 
dieser Substanzen. 


7. Normales Pferdeserum zeigt bei Verdiinnen in bezug auf die 
Emulgierung von Ather ein ahnliches Verhalten wie die wiasserigen 


Lésungen von Na-Glykocholat. 


2. Die Beeinflussung der Atherzahl von natiirlichem und erhitztem Pferde- 
serum durch Verdiinnen; Wirkung des Kohlendioxyds. 


Wie wir friiher berichtet haben, verursacht die Zugabe von Wasser, 
physiologischer Kochsalzlésung oder Normosallésung zu frischem Pferde- 
serum ein Ansteigen der emulgierbaren Athermenge. 

Die Kurve A in Abb. 7 zeigt 
die Anderung der Atherzahl; es wird 
leem der jeweiligen Serumverdiin- 





nung gemessen. 

Die Werte der Abszisse  be- 
zeichnen die Prozente Serum. die 
Werte der Ordinate die Atherzahlen. ...A-Normales Serum —- 
Es ist diese Kurve eine andere Aus- | rape ry tha 
drucksform fiir die bereits in der 


Abb. 6 festgelegte Anderung der 


emulgierbaren Athermenge nach 0 0 DW 80 HW tie 
Normosalzusatz. % Serum der Normosa/verdinnung 
Ein unerwartetes Ergebnis Abb. 7. 
brachten Verdiinnungsversuche mit 
Serum, welches vorher auf Temperaturen von iiber 5¢ 
Die Kurve B in Abb. 7 zeigt die Atherzahlen eines normalen Pferdeserums, 
494) 


welches vorher 10 Minuten lang auf 57° erhitzt worden war und auf dieselbe 
Weise wie das natiirliche Serum der Kurve A verdiinnt wurde. Man bemerkt 








” erhitzt worden war. 
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ein Ansteigen der Atherzahl nach Normosalzusatz bis zur Verdiinnuny 
auf ein Drittel der urspriinglichen Serummenge und weiterhin ein Absinken 
im Sinne der Kurve des nicht erhitzten Serums. 

Es mu noch erwahnt werden, daB mehrere Tage altes erhitztes Serum 
dieses Ansteigen in weit schwacherem Ma8e zeigt, wie aus Kurve C dei 
Abb. 7 zu entnehmen ist. 

Diese Regeneration des vorher erhitzten Serums bei Verdiinnung mit 
Normosallésung erschien vorderhand vollkommen unerklarlich, und zwar 
um so mehr, da wir nach Zusatz von physiologischer Kochsalzlésung, ja 
sogar nach Zugabe von destilliertem Wasser, ein ahnliches, wenn auch 
schwacheres Ansteigen der Verdiinnungskurve feststellen konnten. Weitere 
Versuche fiihrten zu dem Ergebnis, da es absolut nicht gleichgiiltig war, 
ob man eine physiologische Kochsalzlésung verwendete, die aus frisch 
destilliertem Wasser hergestellt worden war, oder eine gealterte, ode: 
eine aus mehrere Tage altem destil 
lierten Wasser bereitete. 

Der Gehalt an CO, war maj- 
gebend. Ein Serum, welches vorhe1 
10 Minuten lang auf 57° erhitzt 
worden war, zeigte nach Verdiinnen 
mit CO,-gesattigter 8,5°/ iger Koch- 
| salzlésung dieselben Werte, wie nach 

A- Serum nach Behandlung mit C0, Verdiinnen mit Normosallésung. 

~ B- Kontrolserim | oy Bei Verwendung von CO,-freier 
1} ae 8,5 °/giger Kochsalzlésung konnte 
| dagegen ein viel schwacheres An- 











P| aoe 5 bes 
45° 50° 55? 60° 65° steigen der Atherzahl beobachtet 


Temperaruren, auf welche das Serum wahrend 2 
10 Minuten erhitz? wurde werden. 
Abb. 8. Es wurde nun unverdiinntes. 


natiirliches und _hitzebehandeltes 
Serum mit CO, behandelt, in der Weise, daB durch 5cem Serum wahrend 
10Minuten ein schwacher CQO,-Strom geleitet wurde. Die gemessenen 
Atherzahlen sind in der Kurve A der Abb. 8 wiedergegeben. 

Die Werte der Abszisse bezeichnen die Temperaturen, auf welche das 
Serum wahrend 10 Minuten erhitzt worden war, die Werte der Ordinate 
die Athermengen, die in lcem Serum emulsiert werden kénnen. Die 
Kurve B zeigt die Atherzahlen desselben Serums ohne C0Q,. 

Es ist bemerkenswert, daB die ('O,-Behandlung auf die Atherzahl des 
normalen, frischen Serums keinen EinfluB hat. Ein Serum, welches vorher 
10 Minuten lang auf 50° erhitzt worden war, verhilt sich wie normales 
Serum. Im Bereiche der Temperaturen von 52 bis 58° sind die Atherzahlen 
wesentlich héher als die des natiirlichen Serums, denen sie sich aber bei 
héheren Temperaturen wieder nahern. 

Diese Ergebnisse erscheinen uns deshalb von besonderer Wichtigkeit. 
da sie die Hitzedenaturierung des Serums in bezug auf die Atherzahl in 
zwei Phasen zerlegen: In eine reversible und in eine irreversible Anderung. 
Die reversible Anderung ist bereits nach Erhitzen auf 52° durch ein Absinken 
der Atherzahl von 7 auf 6 deutlich gekennzeichnet ; die irreversible beginnt 
spéter, und zwar in dem Bereiche der Temperaturen fiir die von Lecomte 
du Nouy (a.a. O.) die tiefgreifendsten irreversiblen Anderungen am ,,Serum- 
molekiil“* festgestellt worden waren: Anwachsen der Molekularrotation, de1 
Molekiilgr6Be, der Viskositaét und des Depolarisationsfaktors. Wir haben 
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bereits darauf hingewiesen, daB es dieselben Temperaturen sind, die die 
Zerstorung der Komplementwirkung herbeiftihren. 

Beziiglich der Reaktion des Serums und Plasmas nach Anderung der 
(O,-Spannung verweisen wir auf die diesbeziiglichen Arbeiten von 
pun Slyke’. Auf welche Weise die Verschiebung der von der CO,-Spannung 
abhangigen Gleichgewichte auf die Emulgatorwirkung EinfluB8 nimmt, ist 
ilerdings noch unklar. 

Bemerkenswert ist, wie sehr auch die biologischen Reaktionen eine 
Abhangigkeit von der CO,-Spannung erkennen lassen. Hier ist unter 
anderem die Beobachtung Lumiéres? zu erwihnen, da Serum aus C O,-armem 
arteriellen Blut eine ungleich schwachere Alexinwirkung zeigt als das Serum, 
welches aus vendsem Blut desselben Versuchstieres gewonnen wurde. Wir 
haben, bevor wir von den diesbeziiglichen Arbeiten Lumiéres Kenntnis 
hatten, ahnliche Versuche unternommen und festgestellt, daB es absolut 
nicht gleichgiiltig ist, ob man bei der sogenannten Komplementtitration 
Normosallésung, Tyrodelésung, Na-bicarbonattreie Ringerlésung oder 
physiologische Kochsalzlésung zur Verdiinnung des komplettierenden 
Serums verwendet. Als Beispiel ein diesbeziigliches Versuchsprotokoll : 

Es wurden verwendet: 1. frisches Meerschweinchenserum, 2. eine 
5°,ige Aufschwemmung von gewaschenen Hammelblutkérperchen in 
8.5°/yiger Kochsalzlésung, 3. gegen Hammelblut sensibilisiertes Kaninchen- 
serum (50fach). 





eem Serumverdiinnung . 
85°99 NaCl-Losung 
Ringerlésung .. . 
» <yredelisung ..... 
luftbehandelte Tyrode- 
| eee nee a 
Normosallésung : 
Hammelblutkorperchen, — 5%, 
in physiologischer NaCl- 
Lésung . aoe 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
Hiamolyse nach 30 Min. Brut- 
shrank ........ || keine sehrwenig keine | sehrwenig wenig 





Ill IV 


eem Serumverdiinnung 
8,5%,o9 NaCl- Loésung 
Ringerlésung Nie a 
Tyrodelésung . . .. . 
luftbehandelte Tyrode- 
oo Ee ee ee 
Normosallésung . . oa 9 0,8 
Hammelblutkorpere hen, 50 Mos 
in physiologischer Na Cl- 
Losung. .. 0,5 0,5 Rs 5 0.5 
Hamolyse nach 3: ) Min. Brut- 
schrank ..... . ..  komplett | sehrwenig stark wenig komplett 


1 Siehe vor allem van Slyke u. BE. Cullen, J. of biol. Chem. 30, 289, 1917. 
2 (. r. de Academie des Sciences 1, 1654, 1928. 
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I. Serum, verdiinnt auf 1/,) mit 8,5°/iger NaCl-Lésung. 
1/4, mit Ringerlésung (Na-bicarbonatfrei). 
III. Serum, verdiinnt auf !/4, mit Tyrodelésung. 


II. Serum, verdiinnt auf 


IV. Serum, verdiinnt auf !/,, mit Tyrodelésung durch die wihrend 20 Mi- 
nuten Luft geblasen wurde. 

V. Serum, verdiinnt auf '/,) mit Normosallésung. 

Sensibilisierung: 1 Tropfen Sensibilisator (50fach) auf 10cem eine: 

igen Hammelblutkérperchen-Aufschwemmung in 8,5°/,iger NaC! 

Losung. 


FO 
0 


Man ersieht einen deutlichen Unterschied zwischen den Verdiinnungs 
fliissigkeiten, Je nachdem sie Na-Bicarbonat enthalten oder nicht. Mit 
dem Bicarbonatgehalt andert sich natiirlich auch die Wasserstoffionen- 
konzentration. Luftbehandelte Tyrodelésung, deren Bicarbonatgeha|t 
zugleich mit der H-lonenkonzentration absinkt, wirkt schwacher als die 
urspriingliche Lésung. 

Derselbe Unterschied ist feststellbar, wenn an Stelle frischen Serums 
solches verwendet wird, welches vorher 10 Minuten lang auf 56° erhitzt 
wurde. Nach Verdiinnung mit Normosal- oder Tyrodelésung ist auch bei 
solcherart hitzebehandeltem Serum noch eine abgeschwachte Komplement- 
wirkung zu beobachten, waihrend nach Verdiinnung mit frisch hergestellte: 
physiologischer Kochsalzlésung oder Ringerlésung keine Komplement- 
wirkung mehr feststellbar ist. Eine starkere Erhéhung des CO,-Gehaltes 
der Verdiinnungsfliissigkeit beeintrachtigt oder verhindert jedoch dic 
Komplementwirkung. Wir werden an anderer Stelle noch ausfiihrliche: 
iiber diese Versuche berichten. 

Wir konnten also im Verlauf unserer Messungen der Atherzahl des 
Serums eine Reihe von Phanomenen beobachten, die unter denselben Voraus- 
setzungen ihr Gegenbild in den biologischen Reaktionen haben. 


1. Zerst6érung der Komplement- Absinken der Atherzahl im Be- 
wirkung des Serums nach Erhitzen — reiche derselben Temperaturen. 
iiber 55°. 


2. Verschwinden der Komplement- Absinken der Atherzahl bei Alter 
wirkung des Serums bei Altern. des Serums. 

3. Teilweise Regenerierung der Unter denselben Voraussetzunge! 
Komplementwirkung eines hitze- ein Ansteigen der Atherzahl de- 


inaktivierten Serums durch Zusatz  Pferdeserums von 4,6 auf Werte. di 
geringer Mengen von _ frischem zwischen 6 und 7 liegen. 

Serum (Mengen, die an _- sich 

keine meBbare Komplementwirkung 

geben). 


4. EjinfluB des Na-Bicarbonat- Einflu8 des Na-Bicarbonatgeha 
gehaltes der Verdiinnungsfliissig- tes der Verdiinnungsfliissigkeiten 
keiten und Einflu8 der CO,-Span- und EinfluB des Kohlendioxyds aut 
nung des Serums auf die Komple- die Atherzahl des Serums. 


mentwirkung. 


‘Betrachten wir die Komplementwirkung als abhangig von Adsorption- 
erscheinungen — eine Ansicht. die zuerst von Bordet vertreten wurde 
so ware es nicht verwunderlich, daB die ebenfalls von Adsorptionsersch« 
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ingen abhangige Emulgatorwirkung des Serums durch die gleichen 
kaktoren beeinfluBt wird wie jene. 

Es besteht eine gewisse Wahrscheinlichkeit, daB wir bei Messung des 
Emulsierungsvermégens eine Anzahl jener Eigenschaften des Serums er- 
jussen, welche auch fiir die Komplementwirkung inaBgebend sind. 


Zusammenfassung. 


1. Normales Pferdeserum, welches waihrend 10 Minuten auf 57° 
crhitzt worden war, zeigt ein Ansteigen der Atherzahlen bei Verdiinnen. 

2. Es konnte nachgewiesen werden, daB dieser Anstieg vom CO,- 
Gehalt der Verdiinnungsfliissigkeit abhangig ist. 

3. Das Absinken der Atherzahl von Pferdeserum, welches vorher 
10 Minuten lang tiber 50° erhitzt worden war, kann durch CO,-Behand- 
lung bis zu einem gewissen Grade riickgingig gemacht werden; aber 
auch diese Regenerierungsfahigkeit verschwindet in dem MaBe, als die 
Temperaturen tiber 55° ansteigen. 

4. Es wurde eine Abhangigkeit der hamolytischen Komplement- 
wirkung vom Na-bicarbonatgehalt der Verdiinnungsfliissigkeit mach- 
gewlesen, 

5. Es wurde eine Anzahl unserer Versuchsergebnisse beziiglich der 
Atherzahl des Serums mit jenen biologischen Reaktionen verglichen, 
welche unter den gleichen Versuchsbedinguigen eintreten. 


Dem Leiter der Abteilung fiir Biophysique-Moleculaire des In- 
stitut Pasteur, Paris, Dr. Pierre Lecomte du Nowy, méchte ich fiir sein 
Interesse und wertvolle Unterstiitzung auch an dieser Stelle meinen 
herzlichsten Dank aussprechen. 





Kristallinisches Myoglobin. 


IT. Mitteilung: 
Sedimentationskonstante und Molekulargewicht des Myoglobins. 
Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Institut fiir physikalische Chemie der Universitat Upsala, 
Schweden. ) 
(Eingegangen am 11, November 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die in dieser Mitteilung beschriebenen Untersuchungen wurden im 
Februar 1931 angefangen und sind seitdem in verschiedenen Perioden 
wieder aufgenommen worden, je nachdem das Fortschreiten der Studien 
iiber das Myoglobin dazu veranlaBt hat. Besonders angebracht wai 
die Untersuchung des im Winter 1931/32 zum ersten Male rein dar- 
gestellten kristallinischen Myoglobins in bezug auf Molekulargewichit 
und Sedimentation zum Vergleich mit den in verschiedenen PreBsaften 
vorkommenden bisher untersuchten Myoglobinarten. 


Zu Anfang der Versuche war iiber die Molekulargewichte de: 
respiratorischen Pigmente nicht viel bekannt: Das Molekulargewicht 
des Pferdehimoglobins war von Adair durch osmotische Druck- 
messungen, von Svedberg und Fahraeus und Svedberg und Nichols mittels 
Ultrazentrifugierung zu 68000 bestimmt worden. Die Riesenmolekiil: 
der Helix- und Limulushimocyanine waren auch von Svedberg und 
Mitarbeitern als solche erkannt und studiert worden. Seitdem haben 
Svedberg u.a. sehr ausgiebige Untersuchungen tiber Sedimentations. 
konstanten und Molekulargewichte der Blutpigmente des Tierreiches 
ausgefiihrt (1), die unten zum Vergleich mit dem Myoglobin nahe: 
erértert werden. K.O. Pedersen (2) hat die isoelektrischen Punkte (I. P 
fiir verschiedene Haimoglobinarten kataphoretisch bestimmt. Er fand 
fiir CO- und Oxyhamoglobin des Pferdes I. P. == 6,92, fiir das Pferde- 
methamoglobin I. P. = 7,04. Die kataphoretische Technik von Tiselivs 
gibt also in diesem Falle fiir I. P. einen etwas héheren Wert als die mi! 
anderen Methoden gefundenen (siehe z. B. Hastings, v. Slyke, Neill, 


Heidelberger, Harington (3), die fir HbO, I. P. = etwa 6,7, fiir Hb 


I. P. = 6,81 fanden). Verfasser (4) fand mit T'iselius’ Methode fiir ein 
Mischung von Meta- und Oxymyoglobin I. P. 6,99. In der Tat dirft: 
also zwischen Pferdehimoglobin und Myoglobin wenigstens kein wesent 
licher Unterschied der I. P. vorliegen. 
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Kristallinisches Myoglobin. II. 


Das Material. 


I. Fiir die Sedimentationskonstantenbestimmungen | bis 9 sowie die 
(leichgewichte 1 und 2 wurde am 13. April 1931 aus einem besonders stark 
vetirbten ,,Nierenzapfen*‘ eines soeben geschlachteten Pferdes der Saft 
durch Pressen gewonnen. Das Ausspiilen des Blutes war hierbei aus tech- 
nischen Griinden nicht durchzufiihren. Es stellte sich indessen bei den 
Zentrifugierungen heraus, daB Hamoglobin nicht nachgewiesen werden 
konnte, weshalb das Hamoglobin einen sehr kleinen Teil des gesamten 
Pigments ausgemacht haben muB. Das Fleisch wurde so schnell wie még- 
lich ausgepreBt, der PreBsaft mit CO gesattigt, dann in Kollodiumsackchen 
hei + 2°C gegen jeden Tag erneuertes destilliertes Wasser dialysiert. Die 
Muskelglobuline fielen dabei aus und wurden abzentrifugiert. Die Dialvse 
wurde wahrend der ganzen Versuchszeit fortgesetzt, fiir Jede Bestimmung 
eine kleine Menge herausgenommen. Es zeigte sich, daB die .,Vergiftung™ 
mit Kohlenoxyd die fortschreitende Oxydation zu dem braunen Metamyo- 
globin nicht wesentlich zu hindern vermochte. 

Il. (Zentr. 1O—-11). Ein Pferdeherz wurde gleich nach dem Schlachten 
mit 0.9°.iger NaCl-Lésung von der Aorta her ausgespiilt, klein zermahlen, 
mit '/, Volumen Wasser versetzt, 24 Stunden in der Kalte stehengelassen. 
zentrifugiert, die Fliissigkeit 5 « 24 Stunden gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. 

a) Nach Zusatz von Puffer ultrazentrifugiert (2 Stunden bei 37°C). 

b) Nach Zusatz von Puffer vor der Zentrifugierung 2 Stunden bei 
37°C gehalten, dann bei 28 bis 25°C ultrazentrifugiert (vgl. Tabelle I. 
FuBnote). 

III. (Zentr. 12—13). Ein Pferdeherz, genau wie Il. behandelt, mit 
dem einzigen Unterschied, daB vor der Dialyse des Extraktes das Myo- 
globin durch etwas K,FeCy, zu Metamyoglobin oxydiert wurde. 

IV. (Zentr. 14). Extrakt von ausgespiilten Pferdeherzen gema Mitt. | 
mit PbAc und Phosphat behandelt. Kohlenoxyd gesattigt. 

V. (Zentr. 15). Metamyoglobinkristalle aus Pferdeherzen in der Kalte 
mit Wasser auf der Nutsche von der Hauptmenge des Ammoniumsulfats 
befreit. 

VI. (Zentr. 16). CO- + etwas Metamyoglobinkristalle aus Pferdeherzen 
wie V. behandelt. 

VII. (Zentr. 17). Lésung von CO-Myoglobin (+ Spuren Metamyo- 
globin) nach Mitt. [V aus Pferde-Metamyoglobinkristallen durch Reduktion 
mit Na,S,O, und Elektrodialyse unter CO hergestellt. 

VIII. (Zentr. 18). PreBsaft der Oberschenkelmuskulatur einer mit 
Urethan narkotisierten Katze, mit 0,9°,iger NaCl-Lésung von der Bauch- 
aorta her ausgespiilt. 

IX. (Zentr. 19). Wie VIII., dann noch mit PbAc und Phosphat be- 
handelt. 

X. (Zentr. 20—21). Fleisch vom Rind (Nierenzapfen) wie I. behandelt. 
20 ohne, 21 mit CO. — Dieser PreBsaft war auBerordentlich reich an Myo- 
globin, eine genaue Bestimmung konnte damals nicht ausgefiihrt werden, 
aber der Gehalt diirfte ungefahr 5°; gewesen sein. 

Die Methoden der Ultrazentrifugierung sind in Svedbergs Arbeiten be- 
schrieben und brauchen hier nicht naher erértert werden. 

Die py-Messungen wurden mittels der Wasserstoffelektrode ausgefiihrt. 

Das spezifische Volumen V des Metamyoglobins wurde pyknometrisch 
bei 20°C in bis zur Salzfreiheit elektrodialysierten Lésungen von reinem, 
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kristallinischem Metamyoglobin von vier verschiedenen Herstellungen aus- 
gefiihrt. Die Konzentration wechselte von 2,34 bis 8,67°,. Als Mittelwert 
der gut tibereinstimmenden Messungen wurde gefunden V 0,741. 

Die Lichtabsorption des Myoglobins und einiger Derivate wird in Mitt. III 
behandelt. 

Als Lichtfilter wurde Lifords Mercury Violet verwendet, mit Ausnahme 
von Zentr. 17, wo Wratten K, zum Gebrauch kam. 

Die photographischen Platten: Sedimentationskonstantebestimmungen 
| bis 9, 14, 16, 18 bis 21 sowie alle ,,Gleichgewichte*‘ Imperial Process. 
Sedimentationskonstantebestimmungen 10 bis 13 und 15 Hauff Réntgen- 
platten. Nr. 17 Ilford panchromatic. 

Die Resultate gehen betreffs der Sedimentationskonstantebestim- 
mungen in der Hauptsache aus der Tabelle I hervor. 

Oxy-, CO- und Metamyoglobine aus der Skelettmuskulatur von 
Pterd, Katze und Rind ergaben bei physiologisch vorkommenden 
Wasserstoffionenkonzentrationen Werte in der nachsten Umgebung 
von 2,0.10-33. 

Der in Mitteilung I angefiihrte Wert 2,5.10-% beruht auf einer 
fehlerhaften Temperaturkorrektion bei einem damals neuen Rotor. 

Die Bestimmung der .,py-Stabilitat’’ ergab, daB bei px 4,1 
und 4,8 das Myoglobin polydispers ist, die Sedimentationskonstante 
stieg wahrend der Zentrifugierung innerhalb der in Kolumne 8 an- 
gegebenen Grenzen an. Die Erscheinung diirfte wohl auf fortschreitende 
Bildung von saurem ,,Myohaimatin® beruht haben. Bei pu = 5,9 schien 
das Myoglobin gerade an der Stabilitatsgrenze zu sein. Ein leichter 
Gang der Sedimentationskonstante von 1,9 bis 2,5.10-% wurde noch 
heobachtet. Nach der alkalischen Seite hin besteht eine sehr auffallende 
Stabilitat, bei py = 11,4 war die Sedimentationskonstante unverandert, 
bei pu = 13.0 etwas gestiegen (bis 2,3.10°38; die meisten Proteine 
zeigen das umgekehrte Verhiltnis und zerfallen bei diesem px in 
kleinere Bruchstiicke). Der Hauptanteil des Materials lag bei den 
beiden letztgenannten pxu-Werten als ,,alkalisches Metamyoglobin* vor. 

Die Behandlung mit PbAc und Phosphat anderte an der Sedimen- 
tationskonstante nichts Sicheres (18) (19). Die kristallinischen Pré- 
parate aus Pferdeherzen ergaben Sedimentationskonstanten von 1,9 
bis 2,0.10-18, wie die in PreBsaiften vorkommenden Myoglobine. Das 
Molekii! war also durch das Kristallisationsverfahren in dieser Hinsicht 
nicht geindert worden. Die Bestimmungen 15 und 17 wurden mit einer 
im PreBsaft vorkommenden Konzentration ausgefiihrt. Der Grund 
dafiir war, daB Hamoglobin in verdiinnter Lésung eine etwas niedrigere 
Sedimentationskonstante als die gewéhnliche sy, = 4,4.10°% ergibt. 
Fir das Myoglobin konnte ein derartiger Unterschied nicht nach- 
gewlesen werden. 

Unerwarteterweise zeigte sich, daB das Ausgangsmaterial fiir die Kri- 
stalle, das Pferdeherzenextrakt, zwei verschiedene Komponenten enthalt. 
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Die schneller sedimentierende Komponente hat ungefahr dieselb 
Konstante wie Hamoglobin in verdiinnter Lésung. Die Berechnunge: 
kénnen, wenn zwei Komponenten vorliegen, nicht so genau ausgefiihrt 
werden wie bei einheitlichem Material. Die langsam sedimentierende 
hingegen zeigt die Konstante des Skelettmuskulaturmyoglobins wnd 
des kristallinischen. Die langsamer sedimentierende Komponent: 
machte in den untersuchten Fallen 50 bis 55°, der Gesamtmenge aus 

Es wiirde naheliegen, eine 
Verunreinigung des Extraktes 
mit Hamoglobin anzunehmen 
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Indessen kann dies aus fol 
genden Griinden nicht der 
Fall gewesen sein. 

1. Es konnte kein Hamo- 
globin spektroskopisch nach- 
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gewiesen werden. 
4 OE... - 2. Oxy- oder CO-Hamo- 
Abb. 1. globin kristallisiert bei dem 
Photometrierungskurven der Zentrifugierung X. angewandten Verfahren mit 
groBter Leichtigkeit, — viel 
leichter als das Meta-, Oxy- oder CO-Myoglobin. Das _ kristallisierte 
Priparat bestand indessen ausschlieBlich aus der langsamer  sedi- 





mentierenden Kormponente. 

Die schnell sedimentierende Komponente muB also entweder 
wihrend der Kristallisation gespalten werden, oder wahrscheinliche: 
in dem amorphen Niederschlag zuriickgeblieben sein. 

3. Die PreBsifte von ungespiilten Skelettmuskeln, die doch siche: 
etwas Hamoglobin enthielten, zeigten bei den Zentrifugierungen keine 
Spur davon (1 bis 9, 18 bis 21, Gleichgewichte 1 und 2), wahrend in 
den Extrakten von sorgfaltig ausgespilten Pferdeherzen die schne!! 
sedimentierende Komponente etwa 50° der gesamten Menge ausmachte 

Es scheint nach der Ansicht des Verfassers keine andere Méglichkeit 
iibrig zu bleiben, als daB Pferdeherzen zwei Myoglobine von ver- 
schiedenem Molekulargewicht enthalten, das eine wahrscheinlich dem 
des Hamoglobins entsprechend, das andere die Halfte davon (vgl. unten 

Die Diffusionskonstanten wurden in den meisten Fallen aus den 
Photometrierungskurven berechnet nach der Formel: 

72 F750 JF I50 
D, = 1,099 2 qem/Sec., wo Z = oii. = — ° em, 


~< 


worauf nach Korrektion fiir Temperatur und Viskositat Dayo. erhalten 
wurde. 
Aus der Formel BR .T' .t., 


i = ——— 
D,, (1 — Vo) 
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wo R = die Gaskonstante, 7’ = die abs. Temperatur, 83, = die Sedimen- 
tationskonstante bei 20°C, V = spezifisches Volumen des Myoglobins 
und @ = spezifisches Gewicht des Lésungsmittels, 

konnte das Molekulargewicht berechnet werden. Dyy zeigte zwischen 
5,2.10-7 bis 11,7.10-7 schwankende Werte, daraus folgten Werte 
von M von 16000 bis 34000. Da diese Berechnungen der Diffusions- 
konstanten aus den Sedimentationskonstantenbestimmungen mit Vor- 
sicht aufgenommen werden miissen und nur das_,,Gleichgewicht* 
sichere Aussagen tiber Homogenitét und Molekulargewicht erlaubt, 
bleibt die Frage der Diffusion des Myoglobins vorlaufig dahingestellt. 


Sedimentationsgleichgewichtsbestimmungen. 
Gleichgewicht l. 
20. April 1931 Anfang. Material I (Pferd, ,,Nierenzapfen*'). Phosphat- 
puffer m/15. pH = 7,0, Konz. 0,08°,. Zelle 8mm. Platten: Imperial 
Process. Lichtfilter: Mercury Violet Ilford. / 18. Standard K,CrO, 
m/800. Exp. 30, 60, 120” nach 41, 44 und 47 Stunden von Anfang an. 
Temperatur 20°C. 12000 Touren/Minute. o = 1,008. V = 0,741. 





Relative Relative 

t2 ‘ Konzentration Konzentration 
0 lo 9 0 
5,68 185 158 33 730 
5,63 158 133 37 160 
5,58 133 113 35 460 
5,53 113 96 35 800 
5,48 96 82 34 900 
5,43 82 71 32 210 
5,38 71 61 34 260 

M 34 800 

Gleichgewicht 2. 


23. April 1931 Anfang. Material und alles iibrige wie 1, nur war die Rota- 
tionsgeschwindigkeit = 13300 Touren Minute. 





Co ey 
Relative Relative 
Konzentration Konzentration 
0 0 


0 io 


5,86 160 130 35 030 
5,81 130 105 36 330 
5,76 105 85 36 260 
5,71 85 70 33 610 
5,66 70 58 32 840 

M 34 800 


Das Pferdemyoglobin in diesera Praparat (PreBsaft aus ,,Nieren- 
zapfen‘‘) war also monodispers und das Molekulargewicht 34800, die 
Halfte von dem des Hamoglobins. 


4* 
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Gleichgewicht 8. 
8. April 1932 Anfang. Material IV (Pferdeherz-Wasserextrakt, Pb — be- 
handelt + CO, Zentr. 14). Konz. 0,15°,, pH = 6,35. Phosphatpuffer 
Zelle 4mm. Platten: Imperial Process. Lichtfilter: Mercury Violet Ilford. 
Exp. 30, 60, 120’, 69, 89, 93 Stunden nach Anfang. 12390 Touren/Minute. 
Temperatur 20,3°C. V = 0,741, @ = 1,008. 





C3. Cy 
Relative Relative 
Konzentration Konzentration 

0 0 


5,90 5,85 112,2 83,0 58 740 

5,85 5,89 83,0 64,0 50 990 

5,80 5,75 64,0 50,3 47 890 

5,75 5,70 50,3 40,0 45 800 

5,70 5,65 40,9 32,7 40 600 

5,65 5,60 32,7 27,3 36 700 

Das Myoglobin in Pferdeherzextrakt ist also polydispers. Dir 
gefundenen Werte machen es wahrscheinlich, daB von den zwei durch 
Sedimentationsbestimmungen nachgewiesenen Komponenten die ein: 
ven der Molekulargr6Be des Hamoglobins ist, die andere um die Halft: 
geringer. 

Die Molekulargewichtsbestimmung des kristallisierten  Pferde- 
metamyoglobins ergab zuerst iiberraschenderweise niedrige Werte mit 
,.Gang™ von etwa 17000 bis 8500. Indessen lieB sich bei diesem Versuch 
bakterielle Zerteilung waihrend der langen Zentrifugierung nicht aus- 
schlieBen; die Mikroorganismen kénnen natiirlich nicht von dem Boden 
der Zelle hinaufkommen, aber irgendwelche Produkte ihrer Lebens- 
tatigkeit kénnten in die Lésung diffundieren. Es wurde daher i: 
dem nichsten Versuch die Lésung anstatt mit reinem Paraffinél mit 
einer Mischung von 1 Volumen Toluol bis 2 Volumen Paraffiné] iiber- 
schichtet. Es ergaben sich dann folgende Werte: 


Gleichgewicht 4. 
24. November 1932 Anfang. Material: Kristalle von reinem Metamy: 
globin, Herstellung am 1. November angefangen. Konz. 0.3°,. pH = 7.0) 
Phosphatpuffer m/15. Zelle 4mm. Platten: Imperial Process. Lichtfilte: 
Mercury Violet Ilford. Exp. 60, 120, 240”. Exp. 95, 100, 118 und 
119 Stunden nach dem Anfang. 12450 Touren/Minute. Temperatur 19,9" ( 





C2 Ch 
Relative Relative 
Konzentration Konzentration 

0; 0 


67,1 35 100 
57.0 33 600 
48,9 31 800 
41,6 33 900 
36,0 30 609 
32,0 25 108 


31 700 
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Das Praparat war also nahezu monodispers. Gegen den Gipfel 
der Zelle (letzte zwei Werte) zeigt sich ein leichter Gang, der beweist, 
daB ein kleiner Teil des Materials als Molekiile von geringerem Gewicht 
vorlag. Es erscheint durchaus méglich, daB wahrend der ungewohnlich 
langwierigen Zentrifugierung etwas von dem Material in kleinere Bruch- 
stiicke zerfallen war. Wenn man den etwas unsicheren Wert 25100 
nicht mitnimmt, wird .W/ = 33000, oder ungefahr wie die friiher ge- 
fundenen Werte fiir Material I. Die Kristalle bestehen also wahr- 
scheinlich ausschlieBlich und sicher zum allergréBten Teil aus dem 
kleinmolekularen, in den Skelettmuskeln schon nachgewiesenen Mvo- 
globin mit einem Molekulargewicht um 34800. 

Eine Gleichgewichtsbestimmung an Material X, mit Ol ohne Toluol 
iiberschichtet, ergab Werte mit Gang von 17000 bis 9000. Hier war 
wahrscheinlich eine bakterielle oder enzymatische Spaltung wahrend 
der Zentrifugierung vorhanden gewesen, da ja hier keine Bleibehandlung 
vorgenommen war. 

Die Erklarung der schwankenden Diffusionskonstanten muB 
sicherlich in der leichten Zersetzlichkeit der Molekiile gesucht werden. 

Die Dissymmetriezahl f/f, wurde nach den gew6éhnlichen Formeln 

M(1 -- Vo) /3 MV\"'s 


f= &,. und ff, = 6279 N\ aN) 


berechnet. Es ergab sich fiir 845 = 2,0. 10-8, M = 34800 


AS i 
1,80. 


Das Myoglobinmolekiil ist also auBerst stark dissymmetrisch. 

Svedberg und Mitarbeiter (1) haben hier und da im Tierreich 
respiratorische Pigmente angetroffen mit Eigenschaften, die in bezug 
auf Molekulargewicht und Sedimentation dem Myoglobin ahneln. So 
z. B. zeigte das ,,Erythrocruorin’ von Myzine 8) = 2,1. 10-%, 
M = 34500 und |, . 34500, Notomastus latericius 8 = 2,1 . 10-* (1), 
Chironomus larvae etwa denselben Wert (5). Von Phytoproteinen zeigt 
Gliadin eine Sedimentationskonstante von ungefaihr derselben GréBe 
(L. Krejei). 

Zum Schlu8 darf noch einmal darauf hingewiesen werden, da 
das niedrige Molekulargewicht des Myoglobins offenbar die Ursache 
der friiher bekannten groBen Durchlassigkeit der Nicren fiir Myoglobin 
ist [vgl. (4)]. Myoglobin passiert sehr schnell vom Blutplasma in den 
Harn, wahrend Hamoglobin nur langsam ausgeschieden wird. 


Zusammenfassung. 
1. Das in PreBsaften von Skelettmuskeln von Pferd, Rind und 


Katze vorkommende Myoglobin zeigt eine Sedimentationskonstante 
von etwa 2,0. 10-8. 
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2. Das Mvoglobin im PreBsaft von Skelettmuskeln des Pferdes 
ist monodispers. Molekulargewicht = 34800. 

3. In Wasserextrakten von ausgespiilten Pferdeherzen kommen 
zwei in bezug auf Sedimentation und Molekulargewicht verschieden 
Myoglobinarten vor, 8) = 2.108 und 4.10-%. — Wahrscheinliche 
Molekulargewichte 34000 und 68000. 

4. Aus Pferdeherzextrakten kristallisiert die niedrig-molekulare 
Komponente bei dem friiher (4) beschriebenen Verfahren. Sedimen- 
tation und Molekulargewicht stimmen mit denjenigen des Skelett- 
muskelniyoglobins tiberein. 

5. Das px-Stabilitatsbereich des niedrig-molekularen Mvyoglobins 
ist auBergew6hnilich groB, von px 6,0 bis 13. 

6. Das spezifische Volumen ist = 0,741 bei 20,0°C in salzfreier 
Lésung. 

7. Das Myoglobinmolekil ist auBerst stark asphirisch. Dissymme- 
triezahl, f/f, = 1,80. 


8. Die groBe Durchlassigkeit der Nieren fiir Myoglobin beruht aller 


Wahrscheinlichkeit nach auf seinem niedrigen Molekulargewicht. 


Der Verfasser spricht Herrn Prof. The Svedberg seinen herzlichen Dank 
aus fiir sein stets erwiesenes freundliches Interesse an dieser Arbeit 
und fiir die in seinem Institut gewahrten auBerordentlichen Arbeits 
bedingungen. Den Herren B. Sjégren und K.O. Pedersen und Frau 
I. B. Eriksson-Quensel méchte der Verfasser fiir manche wertvolle Hilfe 
bestens danken. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Stiftungen .,Lindahls Sti 
pendiefond** und ,,Therese och Johan Anderssons minne“ ausgefiihrt. 
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Kristallinisches Myoglobin. 
Ill. Mitteilung: 


Die absolute Lichtabsorption von Oxy-, Carboxy-, Meia- und reduziertem 
Myoglobin. 


Von 


Hugo Theorell. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut des Karolinischen Instituts, 
Stockholm, dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala 
und dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 11, November 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die bisher erschienenen Untersuchungen iiber das Absorptions- 
spektrum des Myoglobins und seiner Derivate haben sich darauf be- 
schrinken miissen, die Lagen der Absorptionsbander zu bestimmen, 
wahrend die Bestimmung der Extinktions- oder Absorptionskoeffizienten 
in den verschiedenen Teilen des Spektrums nur nach der Reindarstellung 
des Stoffes méglich war. Indessen ist die Kenntnis dieser Koeffizienten 
deshalb von Bedeutung, weil sie die quantitative Bestimmung des Myo- 
globins erméglicht. Kennedy und Whipple und Giinther haben Be- 
stimmungen des Myoglobingehaltes verschiedener Muskeln gemacht und 
dabei Hamoglobin oder Derivate davon als Standard benutzen miissen. 
Es wird indessen unten gezeigt, daB die Unterschiede zwischen Haimo- 
globin und Myoglobin in bezug auf Lichtabsorption sich nicht auf die 
kleinen Differenzen der Wellenlangen der Absorptionsmaxima_ be- 
schranken, sondern daB vielmehr nicht unbedeutende Unterschiede der 
Extinktionskoeffizienten vorliegen. 


Methoden. 

Es wurde fiir die Bestimmungen reines, kristallinisches Meta- 
myoglobin mit dem Eisengehalt 0,34°, verwendet. Zuerst wurden 
durch Dialyse und Elektrodialyse salzfreie Lésungen dargestellt. Nach 
Zusatz von Puffer konnten sie direkt fiir die Absorptionsbestimmungen 
des Metamyoglobins verwendet werden, da sie keine Spur einer Ver- 
unreinigung mit Oxymyoglobin zeigten. Reduziertes Myoglobin wurde 
aus diesen Lésungen durch Zusatz von Na,S,O, hergestellt. Die Be- 
stimmungen wurden dann ohne Luftzutritt ausgefiihrt. Die Lésungen 
von Carboxymyoglobin wurden nach der in Mitteilung 1V angegebenen 
Methode hergestellt, die Losungen von Oxymyoglobin gemaB Mitteilung V. 
Der Myoglobingehalt der Lésungen wurde durch Trockensubstanz- 
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bestimmung eines gewissen, bei 110°C zur Gewichtskonstanz ein 
getrockneten Fliissigkeitsvolumens der salzfreien Lésung ermittelt 


Es kamen fiir die Absorptionsmessungen zwei verschiedene Me- 
thoden zur Verwendung, teils photographische Aufnahmen im ,,Spek- 


trograph fiir Chemiker“ von Zeiss mit logarithmisch abgestuften Kii- 
vetten, teils die Anordnung von O. Warburg und E. Negelein (1): Lich: 
schwachung durch einen rotierenden, wahrend des Ganges verstellbare 
Sektor, Ablesung der Intensitét mittels einer photoelektrischen Kalium.- 
zelle. Die erste Bestimmungsmethode gibt bei Stoffen mit. steile: 
Absorptionsbandern, wie Oxy- und Carboxymyoglobin gute Werte und 
hat ja auBerdem den Vorteil, daB das Resultat auf der Platte auf- 
bewahrt wird. Die letztere Methode ist bei Stoffen mit flachen Ab- 
sorptionsbandern, wie reduziertem und Metamyoglobin zu bevorzugen. 
Es wurden bei den spektrographischen Aufnahmen folgende Platten 
verwendet: im sichtbaren Gebiet Agfa Superpan, die bis 700 mu 
Schwarzung geben. in ultraviolett Perutz Silbereosin oder Agfa pan- 
chromat. Auf der Wellenlingenskala wurde immer ein He—Hg.- 
Emissionsspektrum zur Korrektion eingetragen. Die Breite der Spektral. 
bezirke bei den mit Warburgs Methode ausgefiihrten Bestimmunge: 
war nie gréBer als 5 mu, im allgemeinen viel geringer. 

Die Spektrogramme wurden mit einer Spaltéffnung von 0,05 bis 
0.07 mm aufgenommen. 

Die erhaltenen Werte werden im folgenden als e¢, spezifische Ex- 
tinktionskoeffizienten, angefiihrt, wobei 


wo ¢ = g Farbstoff pro Liter Lésung, d = Schichtdicke in Zentimete: 
I, 4 = Verhaltnis zwischen den Intensitaten des einfallenden und 
des austretenden Lichtes. 

Diese Einheit wurde deshalb gewahlt, weil sie es erméglicht, di 
erhaltenen Werte mit den fiir das Hamoglobin in der Literatur an. 
gegebenen zu vergleichen. Bei Verwendung z. B. der molaren Ab- 
sorptionskoeffizienten wiirden die Werte infolge der verschiedene: 
Molekulargewichte von Myoglobin und Hamoglobin ganz ungleich au- 
fallen. 

Oxrym yoglob im. 

Es stellte sich bald heraus, daB ganz metamyoglobinfreie Lésunge: 
dieses Stoffes wenigstens mit der angewandten Methode nicht z 
erhalten waren. Das Ziel muBte deswegen auf einem Umwege erreic!i' 
werden; die in der Lésung befindliche Menge von Metamyoglohi 
wurde aus dem Extinktionskoeffizienten des Metamyoglobinstreifer- 
630 mu bestimmt. Dabei mu8 freilich eine Annahme iiber den Ex 
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tinktionskoeffizienten des Oxymyoglobins bei dieser Wellenlange ge 
macht werden. Da indessen die Absorption des Oxymyoglobins in 
diesem Spektralbereich sehr klein ist [angenommen wurde der Wert 
des Oxyhimoglobins ¢,,,,, = 0,0090, Hari (2)], so kann kein nennens- 
werter Fehler dadurch entstehen. Eine Kontrolle der Richtigkeit dieses 
Verfahrens wurde mit gasometrischen Analysen nach v. Slyke angestellt. 
Es wurde hierbei angenommen, da8 Myoglobin gleich wie Hamoglobin 
ein Molekiil O, pro Atom Fe bindet. Es ergaben sich dann immer etwas 
niedrigere Werte fiir die Sauerstoffkapazitat als die aus dem Fe-Gehalt 
berechneten. Das Defizit stimmte indessen immer mit dem aus 
spektrographisch gefundenen Metamyoglobingehalt tiberein. Ray und 
Thomas (3) haben neulich ahnliche Untersuchungen mit Hamoglobin 
angestellt und dabei gefunden, daB das sogenannte ,,inaktive Haimo- 
globin** nichts anderes als Methamoglobin ist. Das Myoglobin verhalt 
sich also ubereinstimmend. Dirken und Mook (4) fanden fiir Myoglobin 
im Vergleich mit Hamoglobin um 7 bis 20% niedrigere Werte des 
Sauerstoffbindungsvermégens, was natiirlich durch Verunreinigung mit 
Metamyoglobin zwanglos erklart wird. Dazu kommt noch, daB8 der 
Myoglobingehalt ihrer Loésungen infolge der geringeren Lichtabsorption 
des Myoglobins (s. unten) héher als der berechnete war. 

Die Absorptionsbander des Oxymyoglobins haben bei folgenden 
Wellenlangen ihre Maxima: 582, 542 und 418 mu. Auf die Bestinimung 
in Ultraviolett wurde hier verzichtet. 

Das Maximum des z-Bandes wird von mehreren Autoren [ Ray 
und Paff (5), Roche (6)| zu 580 mu angegeben, was indessen nicht genau 
richtig ist. 

Die erhaltenen Mittelwerte gehen aus der Tabelle I, sowie aus der 
Abb. 1 hervor. Auf der Abbildung ist zum Vergleich die Oxyhamoglobin- 
kurve von Hari (|. c.) eingetragen. 


Tabelle I. 





Max. Min. Max. Min. Max. 


Wellenlange, mu 582 564 542 500 418 
De an eg 0.73 0.42 0,71 0,26 5,5 


Auer der friiher bekannten, kleinen Rotverschiebung der x- und 
8-Bander des Oxymyoglobins im Vergleich mit denen des Oxyhaimo- 
globins ist eine ahnliche Verschiebung des y-Bandes zu verzeichnen: 
fir HbO, liegt y,,, bei 413.7 [Berg und Schwarzacher (7)). 


Man ersieht aus der Abb. 1, daB MgbO,* im ganzen etwas geringere 
Lichtabsorption hat als HbO,, weshalb eine direkte kolorimetrische 


* Oxymyoglobin. 
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Bestimmung des einen Stoffes mit dem anderen als Standard natiirlich 
unmoglich ist. Die Form der beiden Kurven ist sonst sehr ahnlich. S 
z. B. berechnet sich das sogenannte ,,Absorptionsverhaltnis nach 
Vierordt zu 0,71/0,42 == 1,69, wahrend die entsprechende Zahl fii 
HbO, nach Hari (1. ¢.) 1,60 ist — tibrigens wahrscheinlich etwas zu 
klein, da Hari den breiten Bereich 
von 9 bis 10 mz bei seinen Mes. 





sungen verwendete. 


S 
— — & —, 


Kohlenoxydmyoglobin. 


SS 
> 


Da das Kohlenoxydmyoglobin 
ebenso wie das Oxymyoglobin immer 
etwas metamyoglobinhaltig war, 
mute dieselbe Methode zur Er- 
mittlung des Metamyoglobingehaltes 


Spez. Extinktionskoefizient? 
S 
= 


S 
% 


angewandt werden, wie oben fii 

das Oxymyoglobin erwahnt wurde. 

Die Lésungen wurden von einem 

cela GefiB mit 100% iger Kohlenoxyd- 

1: Oxymyoutobia. atmosphire durch einen Hahn in 

II: Oxyhamoglobin. die Kiivette eingelassen, worauf die 

Kiivette mit dem Deckglas schnell 

verschlossen wurde. Die Kiivetten wurden immer mit Lésung ganz 

ausgefillt. Diese VorsichtsmaBnahmen waren wegen des geringen 

Unterschiedes zwischen Sauerstoff- und Kohlenoxydaffinitat un- 
erlaBlich. 

Die Absorptionsmaxima und -minima gehen aus der Tabelle I] 

hervor. 











600 550 
Ain mu 


Tabelle II. 





Max. | Min. | Max. Min. Max. | Min. | Max. | Min. | Max, | Min. 


Wellenlinge, mu 579 4560 540 500 424 370 340 | 310 | 275 250 
oe ew oo ft O78 1 O66 | O72 | O28 1 O84 | O71 | 12 1 O70) Bt | 1,2 


In der Abb. 2 ist die auf 100% iges Carboxymyoglobin korrigierte 
Absorptionskurve ersichtlich. Im sichtbaren Gebiet hat das Kohlen- 
oxydmyoglobin in Ubereinstimmung mit den Verhaltnissen beim Oxy- 
myoglobin im ganzen etwas kleinere Absorption als die entsprechende 
Hamoglobinverbindung. Maximum fiir CO-Myoglobin ist =: 424, fiir 
CO-Hamoglobin 418 (Berg und Schwarzacher, 1. ¢.). Im ultravioletten 
Gebiet sind zum Vergleich einige von Hicks und Holdens (8) Werten 
fiir CO-Hamoglobin eingetragen. Die Unterschiede sind nicht seh 
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vroB, doch ganz sicher und gréBer als diejenigen im sichtbaren Gebiet, 
cin Umstand, der auf Verschiedenheit der Globinkomponente zuriick- 
gefiihrt werden muB (vgl. Roche). 
Globinkomponente des Myoglobins wire eine eingehendere Unter- 
Es werden sich 


Zur naiheren Charakterisierung der 


suchung der Ultraviolettabsorption wiinschenswert. 
wahrscheinlich Artunterschiede nachweisen 

schon _ fiir 
gefunden sind 
und Dubouloz). 


dabei lassen, wie solche 
Hamoglobine 


(s. Roche — 
gt 





Die Abb. 3 zeigt ein 
paar Spektrogramme von 
Oxy- und Carboxymyo- 
globin bei pu = 7. Ge- 
halt der Lésungen an 
Farbstoff = 0,255 %, 
davon 185°, als Meta- 

Die Sektor- a7 
betrug 36° 





Spez. Extinktionskoefizient 
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myoglobin. 50 600 250 ie 
offnung 

10 %, weshalb jeder 
Punkt auf der Kurve 


log I)/L = 1 bedeutet. 
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Abb. 2. 
Kohlenoxydmyoglobin. 
Metamyoglobin py 7. 
Kohlenoxydhaimoglobin nach Hicks und Holden. 





Bestimmung des ,,Abstands* 
(Span). 

Bei Cherfiihren 
Oxymyoglobins in Kohlenoxyd- 
myoglobin wird nicht nur das Ab- 
sorptionsmaximum des «-Bandes 


dem des 3 
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ein wenig violettwarts verschoben, 
sondern die ganze Absorptions- 
,.Front* damit parallel, wenigstens 


650 600 550 500 450 400 350 300 250 20 
TU 


‘ 
Abb. 3. 


——— (0-Myoglobin. 


in den oberen Teilen der Kurven, 
wo sich der Metamyoglobingehalt 
der Lésungen noch nicht storend geltend macht. Wenn 
eine gewisse Oxymyoglobinlésung spektrographiert, dann mit Kohlen- 
oxyd sittigt und nochmal spektrographiert, so findet man bei der 
Ausmessung der Platte in etwa finf aufeinanderfolgenden Spektrum- 
paaren von dem Gipfel des x-Bandes in der Richtung hinunterwarts 
rot abfallenden 


O»-Myoglobin. 


man also 


(nach immer gréBeren Kiivetten) an den gegen 
Teilen der Absorptionskurven einen konstanten Unterschied zwischen 
den fiir O,- und CO-Myoglobin gefundenen Punkten. Die Abb. 4 zeigt 
die beiden »-Bander in groBer Skala. 
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Die Ausmessung der Platte ergab fiir das in der Abbildung davr- 
gestellte Beispiel folgende Werte: 


Tabelle III. 





A.-E. Mgb 0, — A.-E. Mgb CO 


34,0 

30,6 

30,8 

32,0 

S16 lisch 
34,0 Das 
32,1 A.-E. 630 

alka 
ina 
Fall 
glob 





stof 

phy: 
Die 

wur 

ms as inde 
Abb. 4. ist. 


Resi 











Die «-Bander einer 0,72° igen Lésung von Oxy-. bzw. Carboxy 
myoglobin. Sektoréffnung 36°. py 7. 

Der Wert 32 A fiir den ,,Span** des Pferdemyoglobins wurde wieder- 
holt erhalten. Roche (l.c.) fand mit dem Reversionsspektroskop 33 
bis 34 A. Fiir Rindermyoglobin erhielt der Verfasser 33 A (Roche 31 
bis 32 A). Fir Katzenmyoglobin der Verfasser Span = 31 A. 


Reduziertes Myoglobin. 


Bei der Messung mit der Warburgschen Apparatur wurden folgend: 
Werte im sichtbaren Gebict erhalten: 


Tabelle IV. 





Max. ; O71 


Wellenlange, mu 555 


Well 
Bae Ger era 0,65 


é 
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Tabelle V. 





600 590 580 570 560 550 540 530 , 520 510 500 
0,253 0,847 0,440 0,562 0,634 0,614 0,488 0,425 | 0,362 0,295 0,233 





490 480 470 460 450 440 430 420 410 400 
0,223 0,197 0,246 0,540 1,85 5,16 5,88 4,07 2,83 2,11 


Die Werte liegen wieder etwas niedriger als diejenigen fiir reduziertes 
Hamoglobin (Hari). 

Metamyoglobin. 

Dieser Stoff zeigt analog mit dem Hamoglobin in saurer und alka- 
lischer Lésung verschiedene Absorptionsspektra [s. Haurowitz (9)]. 
Das saure Metamyoglobin hat zwei Absorptionsbander im sichtbaren, 
630 und 500 mu, das alkalische ebenso zwei, bei 590 und 540 mu. Das 
alkalische Methimoglobin geht nach Haurowitz bei py = 13 schnell 
in alkalisches Hamatin iiber. Dies ist fiir das Metamyoglobin nicht der 
Fall; in n/10 Natronlauge bleibt es tagelang als alkalisches Methimo- 
globin. 

Es war also bei diesem Stoff angebracht, bei verschiedenen Wasser- 


stoffionenkonzentrationen zu messen, wobei die Untersuchung auf die 
physiologisch méglicherweise vorkommenden Gebiete beschrinkt wurde. 


Die Lésungen waren mit Phosphatmischungen gepuffert, m/25. Es 
wurde in der Hauptsache die Warburgsche Methodik verwendet. Da 
indessen die Kaliumzelle fiir Licht von ber 600 mu wenig empfindlich 
ist, wurde bei px = 7,0 auch im sichtbaren spektrographiert. Die 
Resultate gehen aus der Tabelle VI bis IX hervor. 


Tabelle VI. 


Metamyoglobin bei py 7,0. 





Max. Min. Max Min. Max. Min. Max. Min. 


Wellenlange,my 630 595 509 465 407 316 280 250 
Seesaw se s | Gd | OS | OSt | OO 6,7 0.73 1,67 1,41 


Das beim CO-Myoglobin vorkonimende Absorptionsband bei 340 mu. 
ist also beim Metamvoglobin nicht vorhanden. Methamoglobin zeigt 
dieselbe Erscheinung (Hicks und Holden). 


Tabelle VII. 


0.715°,ige Lésung von Metamyoglobin spektrographiert. Werte 
iiber 600 muy, pH 7,0. 





Wellenlinge, mu 680 670 669 650 649 630 620 610 
e...... « 90,0216 0,0368 90,0790 0,154 0,198 0,227 0,207 0,184 
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Tabelle VIII. Abs 

Spezifische Extinktionskoeffizienten verschiedener Lésungen Met 
von Metamyoglobin bei py 6,2, bei 7,0 und 8,0 mittels Warburg- Geb 
Methode und bei py 7,0 mit dem Spektrographen bestimmt. 


: ring 
600 bis 400 mu. 





Pa = 6,2 Pu = 7,0 Pa = 7.0 pu = 8,0 zien 
Wellenlinge Bestimmung Bestimmung Bestimmung sich 


> ; Sp 4 E e : 
mu nach Warburg nach Warburg pektrographiert nach Warburg 


auf 


600 0,200 17: 0,251 aa 
590 16 0,202 : 0,239 

580 0,217 0,213 And 

570 0,213 0,202 Berl 
560 0,226 0,218 

550) ‘99: 0,285 0,257 Roc 

540 286 0,331 0,324 

3: 0,344 0,358 

0,401 0,408 

0,488 0,457 

0,514 : 0,474 

0,481 0,468 

0,422 0,424 

0,403 wa 0,423 

0,403 0,425 

0,422 4 0,463 

440 5 0,566 — 0,624 

430 06 1.03 1,23 

420 a a 4,26 

410 50 _ 6,50 

400 a mi 4,86 


Die bei po = 7 erhaltenen Werte stimmen im ganzen ziemlich 
genau mit denjenigen iiberein, die Hari fiir Methimoglobin in neutraler 
Lésung fand. 

Tabelle LX. 
Metamyoglobin py 7,0 in Ultraviolett. Warburgs Methode. 





Wellenlinge, mu | 400 390 3880 3870 360 350 © 340 ‘ 320 
@....... . | 5,26 | 3,70 | 2,68 | 2,15 | 1,76 | 1,83 | 1,12 | 0,88 | 0,74 





70 260 5 240 
65 = 1,60 ‘ 2,16 


’ 


Wellenlange, mu | 310 300 290 280 2 
Ree eck ks ee ee eee eee ee 


Kine graphische Darstellung der Absorptionskurve des Meta- 
myoglobins bei pu = 7,0 findet sich in Abb. 2. 

Vergleicht man die hier angegebenen Werte mit denen von Hauro- 
witz (1. c.) fiir Methimoglobin, so findet man, daB groBe Unterschiede 
vorliegen. Die Unterschiede zwischen den Lichtabsorptionskurven des 
Metamyoglobins bei px 6,2 und 8,0 sind viel geringer als diejenigen fiir 
Methimoglobin. Qualitativ besteht eine Ahnlichkeit darin, daB bei 
pu 8,0 sicher schon etwas alkalisches Metamyoglobin gebildet ist; die 
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Absorption in der Umgebung von 590 mu, wo das Band des alkalischen 
Metamyoglobins auftritt, ist gréBer geworden, die Absorption in dem 
Gebiet von dem sauren Metamyoglobinband 500 mu ist wiederum ge- 


ringer. 

Die Lichtabsorptionsverhaltnisse des Metamyoglobins sind hier 
ziemlich ausfiihrlich behandelt, weil der Verfasser gefunden hat, daB 
sich gerade dieser Stoff fiir die quantitative Bestimmung des Myoglobins 
auf optischem Wege gut eignet, nur muB8 natiirlich die Wasserstoff- 


ionenkonzentration beriicksichtigt werden. 

Die Untersuchung wurde von der Stiftung ,.Therese och Johan 
Anderssons Minne“ unterstiitzt. Der in dem Kaiser Wilhelm-Institut, 
Berlin, ausgefiihrte Teil der Arbeit wurde durch eine ,,Fellowship’ von der 
Rockefeller Foundation erméglicht. 
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IV. Mitteilung: 


Myoglobin im Gleichgewicht mit Sauerstoff und Kohlenoxyd. 


Von 
Hugo Theorell. 
dem  medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala, 
Schweden.) 


(Eingegangen am 11. November 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Ks waren bis zur letzten Zeit von den gasbindenden Eigenschaften 
des Myoglobins nur qualitative Tatsachen bekannt. Schon Mérner (1) 
wies nach, daB sich das Myoglobin (Myochrom) ebenso wie das Hiimo- 
globin mit Sauerstoff und mit Kohlenoxyd verbindet. Er beschrieb 
die Absorptionsspektra und bemerkte als erster die geringe, ,,kaum 
nachweisbare Verschiebung des «-Bandes bei CO-Vergiftung des 
Farbstoffs. Ray und Paff (2) wiesen nach, daB die Verschiebung des 
z-Bandes (,,Span‘‘) bei CO-Vergiftung des Myoglobins nur etwa die 
Halfte des entsprechenden Wertes fiir Hamoglobin betragt, was etwa 
gleichzeitig Verfasser (3) fiir das Katzenmyoglobin und Roche (5) fiir 
Myoglobin von verschiedenen Saugetieren bestatigen konnten. Zwischen 
den Arten ergaben sich nach Roche kleine, doch konstante Unterschiede. 

Es lag nach den Ergebnissen der Arbeit von Anson, Barcroft. 
Mirsky und Oinuma (4) nahe, anzunehmen, daB8 die erwaihnte Tatsache 
mit verschiedenen Affinitaten des Myoglobins und des Hamoglobins 
fiir, Sauerstoff und Kohlenoxyd in Zusammenhang stehen kénnte. 
Wahrend der Arbeit des Verfassers tiber diese Frage bestatigte eine 
kurze Mitteilung von Roche (5) die Vermutung, daB der kleine ,,Span‘- 
Abstand des Myoglobins mit einem entsprechend kleineren Unterschied 
zwischen O,- und CO-Affinitat verbunden war. Roche verwendete das 
Hartridgesche Reversionsspektroskop fiir die Bestimmung der relativen 
Anteile an CO- und Oxymyoglobin, was gerade infolge des geringen 
Spans“ nicht ganz zweckmaBig scheint. Er teilt iiber Temperatur, 
Wasserstoffionenkonzentration, Methode der Sattigung mit den beiden 
Gasen usw. nichts mit und findet etwas héhere Werte (K =: 51,3. 
Span = 34 A) als der Verfasser mit gasanalytischen bzw. spektro- 
graphischen Methoden. 

Diese Mitteilung behandelt also das Verhaltnis zwischen Kohlen- 
oxyd- und Sauerstoffaffinitat des kristallinischen Pferdemyoglobins. 
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Die nachste wird sich mit der physiologisch wichtigeren Frage der 
Affinitat desselben Stoffes fiir Sauerstoff allein, also der Sauerstoff- 
dissoziationskurve, beschiaftigen. 


Methodisches. 


Das kristallinische Oxy- -+- Metamyoglobin wurde in der Haupt- 
sache nach der friiher beschriebenen Methode hergestellt (3), mit der 
einzigen Abanderung, daB die den kristallisierenden Stoff enthaltenden 
Kollodiumhiilsen mehrere Tage im Ammoniumsulfatbad — blieben. 
Dadurch wurde erreicht, daB sich die Kristalle viel schéner und 
gréBer ausbildeten, was die Abtrennung des amorphen Niederschlags 
durch fraktioniertes Zentrifugieren sehr erheblich erleichterte. ‘s 
wurde namlich im allgemeinen nach der Zentrifugierung eine scharfe 
Grenzschicht zwischen dem hellbraunen, amorphen Niederschlag und 
den dunkelbraunen, makroskopisch wohl sichtbaren Kristallen fest- 
gestellt. Das nach drei- bis fiinfmaligem Waschen mit Ammonium- 
sulfat in der Zentrifuge erhaliene Praparat enthielt immer 0,34°, Fe, 
weshalb von dem verlustbringenden Umkristallisieren im allgemeinen 
abgesehen wurde. Der in dieser Weise erhaltene Stoff bestand ganz 
oder fast ganz aus Metamyoglobin. 

Elementaranalysen auf zwei von den im Hochvakuum bei 110°C 
getrockneten Praparaten ergaben folgende Werte: 


Tabelle I. 





Priiparat H 
Nr. 


1 55,27 7,01 16,93 0,83 
1 55,30 6,99 16,72 0,59 
Mittel: 55,29 7,00 16,83 0,71 0,34 
2 54,75 7,01 16,50 0.38 
2 54,65 7,18 16,43 _ 0,62 
Mittel: 54,70 7,10 16,47 0,50 0,34 


Die elementare Zusammensetzung stimmt also mit der fiir Hamo- 
globin angegebenen innerhalb der Fehlergrenzen iiberein. 

CO-Myoglobinlésungen fiir die Gasgleichgewichtsversuche wurden 
folgendermaben hergestellt. 


Eine geeignete Menge von Kristallbrei, etwa 5g Metamyoglobin 
enthaltend, wurde in etwas Wasser gelést, so dai das Gesamtvolumen 
50 bis 75 cem betrug. Dann wurde gegen stets erneuertes destilliertes Wasser 
in Kollodiumhiilsen unter Toluol 2 bis 4 Wochen dialysiert. Entweder 
waren die Hiilsen von Anfang an geschlossen, wobei natiirlich ein ziemlich 
starker Druck entsteht — niemals ist jedoch eine Hiilse hierbei geplatzt - 
oder es wurde ein gleichmaBiger Gegendruck von 200 mm Hg angebracht. 
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Die letzte Methode ist fiir die Hiilsen weniger gefahrlich und hat auBerden 
den groBen Vorteil, daB die Lésung gegen das Ende der Dialyse stark 
eingeengt wird. 8- bis 10° ,ige Lésungen waren in dieser Weise leicht zu 
erhalten. Man mu8 bei der Herstellung der Hiilsen nur darauf acht geben, 
daB die Kollodiumlésung genug Ather im Verhaltnis zum Alkohol enthalt 
Sonst werden die Membranen fiir die kieinen Myoglobinmolekiile durct . 
lissig. Die letzten Spuren von Elektrolyten wurden durch Elektrodialysen 
im Apparat von W. Pauli entfernt. Die Stromstirke betrug nur etwa 
0,5 Milliamp. pre Quadratzentimeter. Trotzdem wurde immer ein kleinere: 
Teil des Metamyoglobins denaturiert und fiel aus. 

Das Metamyoglobin wurde in folgender Weise in CO-Myoglobin iiber- 
fiihrt. Die runde, nach oben gerichtete Offnung der Zwischenkammer dex 
Elektrodialysators wurde mit einem doppelt durchbohrten Gummipfropfen 
verschlossen. Durch das eine Loch ging ein Zulaufrohr fiir Kohlenoxyd 
bis zum Boden der Zwischenkammer, durch das andere ein nur zur unteren 
Flache des Pfropfens reichendes Ablaufrohr. Das Kohlenoxyd wurde mit 
K,FeCy, und konz. Schwefelséiure hergestellt und durch Waschen mit 
Kalilauge gereinigt. Bei der Verwendung des Gases waren immer mehrere 
Waschflaschen mit Kalilauge-Pyrogalloll6sung zwischen Gasometer und 
Empfangsgefa8B eingeschaltet, um die sich allmahlich bildende Kohlensaéure 
zu absorbieren und die Méglichkeit einer Verunreinigung mit Sauerstoff 
auszuschlieBen. 

Es wurde zuerst alle Luft aus der Zwischenkammer mit CO verjagt. 
dann schnell eine fiir die Reduktion des Metamyoglobins sicher ausreichende 
Menge von Natriumhydrosulfit eingefiihrt, der Pfropfen wieder aufgesetzt. 
die eingedrungene Luft mit CO wieder vertrieben und unter oft wieder- 
holter CO-Durchleitung wieder bis zur Salzfreiheit elektrodialysiert. Die 
beschriebenen VorsichtsmaBregeln waren unbedingt notwendig, weil das 
Myoglobin sonst wahrend der Elektrodialyse schnell oxydiert wird. Die 
Oxydation des Myoglobins an der Luft verléiuft auch in Abwesenheit 
von Natriumhydrosulfit verhaltnismaBig schnell; die Oxydationsprodukte 
des Natriumhydrosulfits beschleunigen kraftig die Reoxydation des Myo- 
globins. Hamoglobin verhalt sich bekanntlich in dieser Hinsicht gleichartig. 

Die zweite Elektrodialyse dauerte im allgemeinen 5 bis 10 Stunden. 
wonach die Stromstirke etwa 0,2 Milliamp. pro Quadratzentimeter bei 
226 Volt und 3em Elektrodenabstand betrug. Dann wurde die Lésung 
in der Kalte zentrifugiert und sogleich in einen Fraktionierkolben gegossen. 
Der Kolben wurde mit einem durchbohrten Gummipfropfen verschlossen. 
Im Loch steckte ein Heberrohr, das bis zum Boden des Kolbens reichte. 
Das auBere Ende des Heberrohres war spitz ausgezogen und mit Gummi- 
schlauch und Schlauchklemme verschlossen. Nach dem EingieBen de: 
Lésung und VerschlieBen des Kolbens wurde mehrmals abwechselnd 
evakuiert und Kohlenoxyd eingelassen. Die Lésung wurde in der reinen 
Kohlenoxydatmosphire aufbewahrt und war dann hauptsachlich als CO- 
Myoglobin (vgl. Mitteilung III) mehrere Tage bis Wochen haltbar. Ein 
allmahlich entstehender feiner Niederschlag von denaturiertem CO-Mvyo 
globin stérte die Bestimmungen nicht. 


Nachdem es méglich geworden war, konzentrierte Lésungen von 
CO-Myoglobin herzustellen, wurden die CO- und O,-Bindungsvermégen 
des Stoffes gasometrisch untersucht. Im Vergleich mit den in 
Frage kommenden eptischen Methoden hat das gasometrische Ver- 
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fahren den Vorteil viel gréBerer Genauigkeit. Fiir das Myoglobin gilt 
dies in noch héherem Grade als fiir Himoglobin, da ja die Verschiebung 
des «-Bandes bei CO-Vergiftung des Myoglobins wesentlich geringer 
als beim Himoglobin ist. 

Eine Methode, die trotz ihrer Einfachheit in der Literatur nicht 
beschrieben zu sein scheint, kam fiir die gasometrischen Bestimmungen 
zur Verwendung. Ein mit einigen be- 
sonderen Vorrichtungen versehener Blut- 
gasapparat, von dem_ geschlossenen 
Typus nach van Slyke, diente namlich 
sowohl als Saturator als auch zur Ana- 
lyse nach der Sattigung mit den ver- 
schiedenen Gasmischungen. Die Me- 
thode erwies sich als einfach und zu- 
verlassig. 

Eine Zirkulationspumpe trieb einen 
schnellen Strom von Wasser durch den die 
Pipette umgebenden Wassermantel (q@). 
Das Wasser riihrte von einem groBen, 
auf beliebige Temperatur einzustellenden 
Thermostaten her, und kehrte wieder dahin 
zuruck. Die am Thermometer (6) beobach- 
tete Temperatur konnte in dieser Weise 
ohne die geringste Schwierigkeit innerhalb 
0,1°C konstant gehalten werden. 

Zwei Dreiweghaihne (c und d) waren. 
wie die Abbildung zeigt, mit dem Rohr, Abb. 1. 
mit einer kraftigen Pfeiffer-Pumpe und 
mit CO bzw. O, enthaltenden Gasometern verbunden. Die Verbindungs- 
rohre zwischen Hahnen und Gasometern (fiir O,) bzw. Waschflaschen (fiir 
CO) waren aus Kupfer. Kupfer- und Glasrohre waren mdglichst eng 
mittels sehr starken kurzen Gummischliuchen vereinigt. 

Um die Gefahr da®B Luft doch hineindiffundieren kénnte, end- 
giltig zu verhiiten, wurden die Verbindungsrohre vor jedem Versuch 
evakuiert und frisches Gas hineingelassen. 
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Ausfiihrung eines Versuchs. 


Die Pipette p und die Bohrungen des Hahnes f wurden durch Heben 
der Niveaukugel und geeignetes Drehen von f mit Quecksilber gefiillt. 
Nach dem SchlieBen von f wurde evakuiert und nach Einsteilung der 
Quecksilberoberfliche auf die 0,4- bzw. 10-cem-Marken am Manometer 
abgelesen. Das Quecksilber wurde dann wieder eingelassen, die Niveau- 
kugel ungefahr bis zu f gehoben und nach geeignetem Drehen von ¢ und / 
eine kleine Menge CO in die Pipette eingelassen, die Quecksilberoberflache 
auf die 0,4-cem-Marke eingestellt und am Manometer abgelesen, wonach 
die eingehende Menge CO, einfach berechnet werden konnte. ¢ wurde 
wieder in dieselbe Lage wie in der Abbildung gebracht und dann wurde 
kraftig evakuiert. Durch abwechselndes Einlassen von Sauerstoff durch d 


5* 
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bis f und erneutes Evakuieren konnten die letzten Spuren von CO entfernt 
werden. Jetzt wurde bei leichtem Unterdruck etwas Sauerstoff in di 
Pipette eingelassen und nach Einstellung des Quecksilbers auf der 10-cem- 
Marke am Manometer abdgelesen. Die Berechnung der in der Pipette 
befindlichen Gasmengen versteht sich von selbst. Nur muB  beachtet 
werden, da8 die Bohrung des Hahnes / nach dem Einlassen von CO mit 
diesem ungefahr unter Atmospharendruck stehenden Gas gefiillt ist. Eine 
gewisse Quantitét von CO gelangt also mit dem Sauerstoff in die Pipette. 
was natiirlich in der Berechnung beriicksichtigt werden muB. Das Volumen 
der Bohrung mu8B also zuerst bei Jjedem Apparat bestimmt werden, am 
bequemsten durch Auswagen mit Quecksilber. An meinem Apparat betrug 
es 0,010 cem. 

Die Biirette g wurde mit gasfreier Pufferlésung gefiillt. 1 ecem CO- 
Myoglobinlésung wurde jetzt mit einer Vollpipette aus dem Heberroh 
des VorratsgeféBes genommen, die Spitze der Pipette mit einem etwa 
4 bis 5mm langen Gummischlauch tiberzogen, die Pipette schnell in die 
Biirette g hineingefiihrt, so daB8 der kleine Gummischlauch gegen den 
Boden der Biirette dicht anschlo8 und dann durch vorsichtiges Drehen des 
Hahnes f genau 1 ccm Lésung in p hineingelassen. Die Pipette wurde 
entfernt, worauf 0,3ccm Pufferlésung aus der Biirette in die Pipette p 
hineingefiihrt wurde. Dadurch wurde teils das gewiinschte py erreicht. 
teils eine Einspiilung der in der Hahnbohrung befindlichen kleinen Menge 
von Myoglobinlésung. 


Die Quecksilberoberfliche wurde auf den 10-cem-Strich eingestellt. 

Jetzt wurde 2 bis 3 Minuten geschiittelt, dann einigemal Quecksilber in 
£ £4 

die Pipette p abwechselnd ein- und ausgetrieben, um die Gase in dem gréBeren 


und dem kleineren Raume gut zu mischen. Sodann wurde die Quecksilber- 
oberflache wieder auf den 10-cem-Strich eingestellt und weiter geschiittelt, 
so daB die gesamte Schiittelzeit 10 Minuten betrug. Dann war das Gleich- 
gewicht zwischen Gasen und Myoglobinlésung immer eingestellt. Die 
iibrig gebliebene Pufferlésung in g wurde entfernt und einige Tropfen von 
Octylalkohol in g hineingegossen. Das Gasgemisch wurde schnell und 
immer genau unter Verwendung derselben Technik ausgetrieben. Der 
Octylalkohol brachte dabei eventuell gebildete Gasblasen zum sofortigen 
Platzen. Wahrend des Austreibens der Gasmischung steigen natiirlich die 
Partialdrucke der beiden Gase, doch in demselben Verhaltnis. Indessen 
werden von beiden etwas mehr physikalisch gelést, als nach dem eingestellten 
Gleichgewicht mit den Bunsenschen Koeffizienten zu berechnen war. 
Dies spielt infolge des geringen Partialdruckes des Kohlenoxyds fiir dieses 
Gas keine Rolle, da ja die physikalisch geléste Menge unter den hier in 
Betracht kommenden Verhaltnissen sehr unbedeutend ist. Fiir den Sauer 
stoff mu man indessen die physikalisch geléste Menge nach verschiedenen 
initialen Partialdrucken und bei den verwendeten Temperaturen experi 
mentell bestimmen, was unter Verwendung von Wasser statt der Myo 
globinlédsung unschwer geschah. Die Resultate wurden in der Form von 
Korrektionskurven zusammengestellt, aus welchen die in jedem Falle 
physikalisch geléste Menge von Sauerstoff direkt abgelesen wurde. 

In der Fortsetzung des Versuchs wurde jetzt 1 ccm von einem gas- 
freien Reagens folgender Zusammensetzung in p eingefiihrt: 

15g K,FeCy,, 60 cem n Milchséiure, 3cem Octylalkohol, destillierte- 
Wasser bis 1000 cem. Die Milchsaéure zeigte sich notwendig, weil in neutrale: 
Lésung das Kohlenoxyd nicht vom CO-Myoglobin quantitativ abgegeber 
wurde. 
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Nach Evakuieren und 3 Minuten langem Schiitteln waren die Gase 
quantitativ extrahiert und konnten in der gew6hnlichen von van Slyke an- 
gegebenen Weise bestimmt werden. 

Die folgenden Tatsachen mu8ten auBerdem immer beachtet werden. 

1. Es wurde zuerst mit 0,2cem n NaOH absorbiert wegen der bis- 
weilen vorhandenen kleinen Menge von Kohlensaure. 

2. Dabei fiillt sich der oberhalb des 0,4-cem-Raumes befindliche 
kapillare Teil von p mit Fliissigkeit und bleibt so auch nach dem Einlassen 
von Na,8,0,-Lésung. Nach Einstellung des Fliissigkeitsmeniskus auf den 
0,4-cem-Strich wird also der freie Gasraum etwas kleiner als 0,4 ccm, bei 
meinem Apparat 0,37 ccm. Bei der Berechnung der totalen Gasbindungs- 
fahigkeit einer Myoglobinl6sung muBte dies mit in Betracht gezogen werden. 

3. Der Sauerstoff wurde mit Na,S,0,-NaOH-Lésung nach van Slyke 
absorbiert. Es zeigte sich, daB keine nennenswerte Reabsorption von CO 
stattfand, was wohl mit der verhaltnismaBig geringen Affinitat des Myo- 
globins fiir CO zusammenhangt (oder vielleicht mit einer langsamen Ver- 
einigungsgeschwindigkeit %). Eine Beimischung von allzuviel Octylalkohol 
war unzweckmaBig, weil die Absorption des Sauerstoffs dadurch stark 
verlangsamt wurde. Andererseits verhinderte ja dann die Schicht von 
Octylalkohol die Reabsorption von CO auch bei liingerer Dauer des Versuchs. 

4. Da Stickstoff abwesend ist, hat es keinen Zweck, das Kohlenoxyd 
zu absorbieren. 

5. Das K,FeCy,-Reagens wurde oft auf Gasfreiheit gepriift.  Fiir 
einen bisweilen vorkommenden, geringen Cehalt an O, und N, wurde bei 
den Berechnungen korrigiert. 

6. Bei der Berechnung der vorhandengewesenen Partialdrucke der 
beiden Gase muBte natiirlich das von Anfang an in der Myoglobinlésung 
befindliche Kohlenoxyd beachtet werden. Seine Menge wurde in besonderen 
Bestimmungen ermittelt. 

7. Selbstverstandlich mu der Apparat vor jedem Versuch sorgfaltig 
gereinigt werden. 20° ige HCl erwies sich als fiir den Zweck sehr geeignet. 

Da ziemlich stark verdiinnte Pufferlésungen zur Verwendung kamen, 
war es notwendig, das py in den verschiedenen Lésungen zu bestimmen, 
was mit einem Glaselektroden-py-meter von Morton, Cambridge, geschah. 


Resultate. 

Die Bestimmungen wurden bei zwei verschiedenen Temperaturen, 
20 und 37°C, bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen, 
pu 7,4 bis 6,0, und schlieBlich in salzfreien Lésungen sowie in Phosphat- 
puffern ausgefiihrt. Die Versuche wurden bei maBiger, konstanter 
elektrischer Beleuchtung ausgefiihrt. Weiter konnte erwartet werden, 
daB verschiedene Priparate individuelle Unterschiede aufweisen wiirden. 
Da indessen jedes Praparat von mehreren Pferdeherzen herstammte, 
miissen wohl diese Unterschiede mehr oder weniger ausgeglichen worden 
sein, wenn auch in dieser Weise eine vielleicht etwas gréBere Streuung 
der erhaltenen Werte entstanden sein mag. 


In den folgenden Tabellen ist wie gewohnlich K - 


[Mgb 0,] peo 
[Mgb CO} Po, 


(Mgb = Myoglobin). 
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Die Ziffern in den Kolumnen QO, geb. und CO geb. bedeuten Milli- 
meter Hg Druck bei einem Volumen von 0,4ccm nach durch- 
gefihrten Korrektionen fiir physikalisch geléstes Gas, fiir eventuellen 
Gasgehalt des Reagens und fiir die Senkung der Quecksilberoberfliche 
durch Zusatz von Fliissigkeit. 


Tabelle II. 
20°C Pufferzusatz, 0,3cem Phosphatmischung, m/15,6 sec. + 4 prim. 
Pu = 6,95. Praparat Nr. 2. (Fe-Gehalt 0,342 °%,, Mittel aus acht Analysen.) 





Datum p Po 
Os CO Os geb. CO geb. Oo + CO geb. 3 log K 
1933 Mm. Mm. 26 . . S °6 


14.11. 77,8 3,44 | 46,0 40,3 86,3 4 1,297 
15.11. 80,0 3,52 48,2 38,6 86,8 ‘ 1,260 
15.11., 55,2) 3,12 37,0 47,1 84,1 r 1,352 
16.11. 114,3 4,04 43,7 28,1 71,8 , 1,265 
17. 11. 102,5 5,52 41,0 32,9 73,9 1,173 
18.11. 26,1 345 341 70,9 105,0 , 1,196 
18. II. 3,82 46,5 62,9 109,4 | 22,2 1,346 
18. II. 7 | 3,89 30,8 61,4 92,2 2, 1,350 


M = 19,3 + 3,0 log M = 1,286 


Die siebente Kolumne dient als Kontrolle, da ja die gesamte Gas- 
bindungsfahigkeit, wenn sich das Myoglobin nicht anderte, konstant bleiben 
muBte. Man ersieht hier, daB die Lésung am 16. Februar bei den Ver- 
suchen 4 bis 5 an gasbindenden Fahigkeiten aus unbekannter Ursache 
etwas eingebiiBt hatte. Vor der Ausfiihrung der Versuche 6 bis 8 wurde die 
Lésung durch kraftiges Evakuieren eingeengt und von neuem mit CO 
gesattigt. 

Tabelle III. 


37°C. Im iibrigen wie in der vorigen Versuchsreihe. 





Po, CO geb. 


Os geb. mes 


Datum 
Poo 


9.4 1,32 12,4 1,093 
17,9 1,07 19,2 1,283 
8,9 1,22 10,8 1,035 
8,6 1,63 14,0 1,147 
22.8 0,66 15,0 1,177 
3,1 3,87 12,1 1,083 
9,0 0,91 17,3 1,239 
5,7 1,84 10,5 1,022 
10,0 1,30 13,0 1,114 


M = 13,8+ 2,8 log M = 1,140 


1 


COIS Ot WD 


Diese Tabelle zeigt vielleicht klarer als die vorherige die erwartete 
volle Reversibilitaét des Systems. 
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In salzfreier Lésung eines anderen Priiparates ergab sich als Mittel 
aus fiinf Bestimmungen bei 20° C der Wert K = 19,2, also derselbe wie 
in Anwesenheit von Phosphat. 

Einige Bestimmungen bei pq 7,4 und 6,0 in Phosphatpuffern bei 
37°C ergaben Werte, die innerhalb der Fehlergrenzen mit denjenigen 
bei pu 6,95 tibereinstimmten. 


Erérterung der Resultate. 


Das Verhaltnis zwischen CO- und O,-Affinitat ist also fiir das 
Myoglobin von einer ganz anderen GréBenordnung, als es bei jeder 
bisher bekannten Art von Hamoglobin der Fall ist. Es scheint daher 
von gréBtem Interesse, zu unter- 
suchen, ob der von Anson, Barcroft, 
Mirsky und Oinuma (Il. c.) entdeckte 
Zusammenhang zwischen ,,Span“ und 
log AK auch beim Myoglobin besteht. 





Barcroft und Mitarbeiter machten 
ihre Bestimmungen bei 15°C. Die 
vom Verfasser erhaltenen Werte von 
K bei 20° (19,3) und bei 37° (13,8) 
nitialee a er lati he 10 20 30 $0 50 60 
ergeben durch Extrapolation den jee? in A 
Wert AK = 20,9 fiir 15°C. Wenn wir Abb. 2. 
weiter von Partialdrucken zu Gas- © Myoglobin. @ Verschiedene 

° ° os 7 Himoglobinarten nach Barcroft 
konzentrationen in der Lésung iiber- 
gehen, erhalten wir mittels der Bunsenschen Koeffizienten: 20,9; 
0,0341 
0,0254 

Der Abstand (Span) ist, wie friiher gezeigt (Mitteilung III), = 32 A. 
Setzen wir 1,45 = 2.32, wird x = 0,045 oder log K = 0,045. D 
(D = Span in A.). 

Barcroft und Mitarbeiter (4) geben (S.72) zwei verschiedene 
Gleichungen an: log K = 0,05. D und log K = 0,043 . D, 











= 28,1 (Roche gibt den Wert 51,3 an) und log K = 1,45. 


von welchen die erste fiir ein im Dunkeln eingestelltes Gleich- 
gewicht gilt, die zweite fiir ein im Licht eingestelltes. Die von mir 
erhaltene Gleichung stimmt am nachsten mit der zweiten iiberein. 
Der kleine Unterschied beruht sicherlich auf verschiedener Beleuchtung. 
Wie gut die Ubereinstimmung trotzdem ist, geht aus der Abb. 2 hervor. 


Die eingetragenen Werte von verschiedenen Hamoglobinarten 
sind der Monographie von Barcroft (6), 8.53, entnommen. Barcroft 
schreibt auf derselben Seite: 

,.Der Gradheit der Linie darf keine groBe Bedeutung zugeschrieben 
werden. Sie ist sehr kurz, und iiber derartig kurze Strecken kénnen die 
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Teile vieler gebogener oder S-férmiger Kurven leicht als gerade er- 
scheinen. Zweifellos besteht jedoch irgendeine Art von Beziehung.*’ 
Es scheint mir das Verhalten des Myoglobins die Annahme einer 
geradlinigen Beziehung zwischen log K und Span sehr wahrscheinlich 
zu machen. 

Die Einwirkung der Temperatur auf den Wert von K_ beweist, 
daB die Reaktion Mgb + CO = MgbCO eine héhere Warmeténung 
hat als die analoge Mgb +- O, = MgbQ,. 

Das Hamoglobin verhalt sich ganz ahnlich, und nicht nur qualitativ, 
sondern auch gewissermaBen quantitativ. 

Fiir Menschenhamoglobin gilt nach Barcroft und Mitarbeitern 


K; 400 
nn J m 1,60. 


Kee (CO 2S 


Die entsprechende Berechnung fiir Pferdeniyoglobin ergibt: 


Kj50 20,9 
ea. om O68. 
K370 13,8 


Die prozentualen Unterschiede zwischen den Warmeténungen der CO- 
und O,-Verbindungen sind also beim Hamoglobin und beim Myoglobin 
ungefahr dieselben. Uber die absoluten Werte der Reaktionswarmen 
siehe in der nachsten Mitteilung. 

Die Wasserstoffionenkonzentration ist fir den Wert vom K_ be- 
langlos. Haimoglobin verhalt sich in derselben Weise, weil die Affinitaten 
fiir O, und CO in gleicher Weise beeinfluBt werden. 

Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Stiftung ,.,Therese 
och Johan Anderssons Minne‘ ausgefiihrt. 
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Kristallinisches Myoglobin. 

V. Mitteilung: 
Die Sauerstoffbindungskurve des Myoglobins. 
Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala, 
Schweden.) 
(Eingegangen am 11. November 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Es wurde in der IV. Mitteilung gezeigt, daB das Verhaltnis zwischen 
Partialdrucken von O, und CQ, die bei 37°C eine gleiche Menge von 
Myoglobin in Anspruch nehmen. gleich 13,8 ist. Fir Hémoglobin 
ist dasselbe Verhaltnis bekanntlich ungefaihr gleich 250. Indessen 
besagt ja diesc Tatsache nichts iiber die absolute Affinitat des Stotfes 
fiir entweder O, oder CO. Es gibt in der Literatur keinerlei Arbeiten 
iiber diese Frage, was um so mehr wundernimmt, als die Sauerstoff- 
bindungskurve fiir die Funktion des Myoglobins von ausschlagge bender 
Bedeutung sein mu. Es laBt sich vermuten, daB die schnell eintretende 
Oxydation des Myoglobins den Untersuchungen hindernd im Wege 
gestanden hat. Nachdem es mir gelungen war, ziemlich konzentrierte 
und haltbare Lésungen von reinem CO-Myoglobin zu machen, waren 
die Schwierigkeiten zum gréBten Teil beseitigt. 


Methodisches. 


Lésungen von reinem CO-Myoglobin wurden in derselben Weise wie 
friiher (Mitt. IV) hergestellt. Sie wurden in reiner CO-Atmosphare in be- 
sonders konstruierten GefaiBen bei + 3°C verwahrt. Die ganz aus Glas 
hergestellten GefiBe ahnelten ungefihr Waschflaschen, die am Boden mit 
einem feinen Auslaufrohr versehen waren; das Rohr konnte mit einem Hahn 
verschlossen werden. Ein fiir die Versuche des Tages geniigendes Volumen 
der Lésung, 10 bis 15 cem, wurde unter Ersatz des aus dem GefaB ver- 
schwindenden Volumens mit CO durch das Auslaufrohr in einen Zylinder 
iibergefiihrt. Der Zylinder war an beiden Enden eingeengt. Es wurde in 
horizontaler Lage mit einem Motor langsam rotiert, wahrend ein Luft- 
strom durch den Zylinder geleitet wurde. Das Volumen des Zylinders war 
im Verhaltnis zu demjenigen der Lésung groB, etwa 200 cem. Es wurde 
30 bis 40 Minuten bei Zimmertemperatur rotiert. Nach dieser Zeit war 
das Kohlenoxyd quantitativ entfernt und durch Sauerstoff ersetzt. Eine 
gewisse Eindunstung kam natiirlich wahrend des Vorganges zustande, war 
aber ja ausschlieBlich vorteilhaft. In der Tat konnten gerade in dieser 
Weise sehr konzentrierte Lésungen hergestellt werden. Zur Verwendung 
kamen indessen im allgemeinen 2,5 bis 6,5°,ige Lésungen. 


Ich verwendete fiir die Sauerstoffsittigungsversuche dieselbe 
Apparatur und eine ahnliche Technik wie fiir die in der vorigen Mit- 
teilung beschriebenen Versuche, doch mit den folgenden Abanderungen: 
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1. Die totale O,-Bindungskapazitaét muBte nach den iiblichen 
Methoden genau bestimmt werden. 
2. Die Sattigungsversuche wurden folgenderweise ausgefiihrt: 


Es wurde zuerst etwas Sauerstoff (oder Luft) in den Apparat eingelassen 
und mit dem Manometer quantitativ bestimmt. Dann wurde | cem von 
der Myoglobinlésung in der beschriebenen Weise hineinpipettiert und nachhe1 
0,3. cem Phosphatpufferlésung aus der Biirette hineingelassen. Es wurde 
zuletzt das Volumen von Gas + Lésung durch Zusatz von reinem Stick 
stoff auf 10cem von Atmosphirendruck eingestellt. Nach 3 Minuten 
Schtitteln, was zur Erreichung des Gleichgewichts geniigte, trieb ich die 
Gasmischung vorsichtig aus. Hierbei anderte sich der Sauerstoffpartial- 
druck nicht nennenswert, und die physikalisch geléste Menge von Sauerstoff 
konnte also mit den Bunsenschen Koeffizienten direkt berechnet werden. 

Infolge der hohen Affinitét des Myoglobins fiir Sauerstoff muBte 
zur Erzielung niedrigerer Sattigungsgrade als etwa 50°, folgendermaBen 
verfahren werden. Ich lief keinen Sauerstoff (oder keine Luft) in den 
Apparat ein, sondern nur Stickstoff. Der mit der Oxymyoglobinlésung 
eingefiihrte Sauerstoff diente dann allein zum Einstellen des Gleichgewichts. 
Dadurch ergab sich im allgemeinen 40 bis 50°, Sattigung bei 37°C, bei 
niedrigeren Temperaturen viel mehr. Niedrigere Sattigungsgrade konnten 
dadurch erreicht werden, daB nach dem Austreiben der ersten Gasmischung 
Stickstoff von neuem hineingelassen und. wieder 3 Minuten geschiittelt 
wurde, die Gasmischung ausgetrieben usw. — Wenn notig, wurde das 
Verfahren noch einmal wiederholt. — Die Gasmischungen wurden durch 
eine in der Biirette befindliche Schicht von Octylalkohol ausgetrieben. 

Zur Entbindung des Sauerstoffs aus dem Oxymyoglobin diente 0,2 ccm 
einer 3° igen mit Octylalkohol gesattigten Lésung von Kaliumferricyanid. 
Die Bestimmung des Sauerstoffs wurde dann nach van Slyke mit Natrium- 
hydrosulfit ausgefiihrt. 

Die Methode wurde mit Pferdehamoglobin bei verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen gepriift, wobei die erhaltenen Werte mit den 
in der Literatur zuganglichen tibereinstimmten. Das Hamoglobin war in 
genau derselben Weise wie das Myoglobin mit Bleiacetat behandelt, mit 
(NH,4).SO, kristallisiert usw. Die verwendeten Phosphatpufferlésungen 
waren im allgemeinen !/; mol. was nach der Mischung mit der Myoglobin. 
lésung eine Phosphatkonzentration von 0,046 mol. ergab. In einem Teil der 
Bestimmungen kamen !/,; mol. Phosphatpufferlésungen zur Verwendung. 


Resultate. 


Die erhultenen Werte werden im folgenden meistens zu Diagrammen 
zusammengestellt, da die Zahlenwerte der vielen Bestimmungen die 
Darstellung unnétig umfangreich gestalten wiirden. 


a) Form der Sauerstoffdissoziationskurve. 


Abb. 1 zeigt die Bestimmungen bei 37°C und px 6,2, 7,4 und 38,7. 
Auf der Abb. 1 fallt gleich auf, daB das Myoglobin eine sehr 
grope Affinitat zu Sauerstoff hat. Kin paar von Adairs (4) Hamoglobin- 
kurven sind zum Vergleich eingetragen. Beim physiologischen py 7.4 
war das Myoglobin schon bei einem Sauerstoffpartialdruck von 3,26 mm 
halbgesittigt, waihrend das Hamoglobin erst bei etwa 20 mm_ halb- 
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gesittigt ist. Bei dieser Wasserstoffionenkonzentration und Temperatur 
hat also das Myoglobin etwa sechsmal so grofe Sauerstoffaffinitat wie 
das Hdmoglobin. 

Die Sauerstoffbindungskurven des Myoglobins sind streng hyper- 
bolisch. Das ging daraus hervor, daB die erhaltenen Werte innerhalb 
der Fehlergrenzen immer der Forme] 

[Mgb O,] 
[Mgb]- PO, 
folgten. Das Haimoglobin weist bekanntlich eine S-formige Kriimmung 
auf, und die Kurve la8t sich mathematisch mit Hills Gleichung 


= EK 


yew 

1000 «1 — Ka" 
ausdriicken. Die S-Form der Kurve ist Gegenstand vieler Spekulationen 
gewesen, auf welche einzugehen hier kein AnlaB besteht. Hs ist jedoch 
sicher, daB die S-Form in irgend- 
| einer Weise darauf beruht, da8 das 
Hamoglobinmolekiil mit dem Mole- 
kulargewicht 68000 vier Hamo- 
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Abb. 1. 
379°C. @: Py = 8,7. X: pa = 7,4. Myoglobin py = 7,4, 37°C. 
OC}: De = 6,2. —--— Haimoglobin (Halbsattigung 
O: Pu mit O. bei PO, = 20 mm Hg, 


n = 2,5. 


globinkomplexe enthalt. Das Hamochromogen dagegen soll nur ein 
Haim pro Molekiil enthaltenund gibt eine genaue hyperbolische 
CO-Bindungskurve [Anson und Mirsky (1)]. Es war somit keineswegs 
iiberraschend, daB das verhiltnismaBig kleine Myoglobinmolekiil eine 
hyperbolische Gasdissoziationskurve ergab. 

Bei Benutzung der logarithmischen Skala von Adair und Roughton 
[zit. nach Brown und Hill (2), s. auch van Slyke, Hastings, Neill (3)] ist 
der Wert von n, in diesem Falle =: 1, besonders schén darzutun, siehe 


Abb. 2. 
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Die Neigung der Myoglobinlinie ist = 45°, was ja den Wert n = | Der 
gibt. Die eingetragene Haimoglobinlinie (n = 2,5, 50% Sattigung bei der 
20 mm O,-Partialdruck, pu = 7,4 und 37°C) schneidet die Myoglobin- war 
linie bei 68mm O,-Druck. In diesem Spezialfalle geben Myoglobin Docl 
und Hamoglobin denselben Sattigungsgrad, 95%. zu b 

globi 


b) EinfluB der Temperatur. z 
: Unte 
Die erhaltenen Mittelwerte von K unter verschiedenen Verhalt- 


nissen gehen aus den folgenden Tabellen hervor: gebe 


Tabelle I. 37°C. 


log K 





Anzahl der 
Bestimmungen 


3S 
=x 


0,236 — 0,627 
0,245 — 0,611 
0,270 — 0,569 
0,294 — 0,532 
0,307 — 0,513 
0,412 — 0,385 


Se bo SO Orb 
lo ole ee) 


DNIINAD 


oOo 


Tabelle If. 27°C. 





Anzahl der 
Bestimmungen 


PH kK log K 


85 0,569 — 0,245 
5 0,739 — 0,131 
0 0,88 — 0,052 
yi 1,00 0 


Vier Bestimmungen bei px == 7,4 und 17°C ergaben als Mitte! 
K = 3,2. 

- In Abb. 3 ist die Einwirkung der Temperatur auf das K der Disso- 
ziationskurve in der von Macela und Seliskar (5) angegebenen Weise 
veranschaulicht. Zum Vergleich ist die Kurve der eben erwahnten 
Verfasser fiir menschliches Hamoglobin eingetragen. Die Neigung 
der Myoglobinlinie ist bedeutend geringer als diejenige des Hamo- 
globins. Der Temperaturkoeffizient des Myoglobins muB also geringer 
sein. Im Bereich von 37 bis 27° C kann er zu 
= 3,05 

37 
berechnet werden. 


Fir 27 bis 17° erhalt man 
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Der letztere Wert mu als etwas unsicher bezeichnet werden wegen 
der geringen Anzahl der Bestimmungen. Die Bestimmungsmethode 
war weiter bei dieser sehr hohen Sauerstoffaffinitat weniger zuverlassig. 
Doch ist der etwas héhere Wert bei 17 bis 27° als sehr wahrscheinlich 
zu bezeichnen. Macela und Seliskar (1. c.) fanden fiir Menschenhamo- 
globin bei 35 bis 25° K =- 5,4, bei 25 bis 15° K = 5,8, also einen ahnlichen 
2 ; 1 100 
Unterschied. In Macela und Seliskars Koordinatensystem (n> log K ) 


geben die Werte eine gerade Linie (Abb. 3). 
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Abb. 3. Abb. 4. 

—O— Myoglobin, py = 7,4 © Myoglobin. 

O Hamoglobin, © nach 

Green und Ferry, Temperatur- 

koeffizient nach Macela und 
Seliskar. 

Die Reaktionswirme der Bindung zwischen Sauerstoff und Myo- 
globin JaéBt sich mittels van ’t Hoffs und Nernsts Formel: 


4,571 (log K, — log K,) TT, 


leicht berechnen. Nur miissen die Konstanten, die ja fiir Sauerstoff- 
partialdrucke berechnet sind, auf molare Konzentrationen von Sauer- 
stoff in der Lésung korrigiert werden (Tabelle III). 


Tabelle III. 





Tem- Lislichkeit Mole Sauerstoff Partialdruck Mole Sauerstoff 
peratur des Sauerstoffs pro cem bei 1 mm Sauerstoff bei pre ecm 
°C pro cem Partialdruck Halbsattigung bei Halbsattigung 


0,027 1,60.10-° 1,08 
1o7..10°° 3,26 


Temperaturkoeffizient, nach der Sauerstoffkonzentration in der 


Lésung berechnet, also: 4,47 : 1,73 = 2,58. Daraus ergibt sich 
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q = — 17500 Cal bei 32°C. Die Warmeténung der Reaktion zwischen 
Kohlenoxyd und Myoglobin 148t sich durch Anwendung der in Mit- 
teilung IV angegebenen Konstanten in analoger Weise berechnen. 

log K3;0° °? = log 13,8 = 1,1399 
und 

log KSpo’ °? = log 19,3 = 1,2856. 


Da erhalt man durch Interpolation fiir 


_ CO, 0. a 
27°C. log Kozo’ ©? = 1,2256 


und 
Ko00' 92 = 16,8. 
Der Temperaturkoeffizient 27 bis 37°C fiir die CO-Bindung an Myo- 
16,8 
13,8 
Konzentration = 3,35. 
Daraus: g == — 22300 Cal bei 32°C. 
Brown und Hill (1. c.) fanden fiir Haimoglobin in Abwesenheit von 
CO, ein go, = — 30500 Cal, 


globin wird also - - 3,06 = 3,68, nach Umrechnung bis zu molarer 


in Anwesenheit von CO, dagegen q = —- 19000. 
Barcroft und Hill (6) fanden q = — 28000. 
Macela und Seliskar (l.c.) fanden fiir Menschenhimoglobin 
27400. 

Da die Bestimmungen des Verfassers in Abwesenheit von CO, 
ausgefiihrt worden sind, mu8 man den gefundenen Wert g = —- 17500 
mit dem Wert 30500 fiir Hamoglobin vergleichen. Die Sauerstoff- 
bindung des Myoglobins wird also von Veranderungen der Temperatur 
weniger beeinfluBt, als es fiir Himoglobin der Fall ist. Ob die Reaktions- 
wirme des Myoglobins mit O, von CO, beeinflu8t wird, ist noch un- 
entschieden. WNatiirlich muB man mit in Rechnung ziehen, da die 
Resultate in Lésungen anderer Zusammensetzungen etwas verschieden 
ausfallen kénnen. 


c) BinfluB der Wasserstoffionenkonzentration. 

Aus den Abb. 1 und 4 ist sofort ersichtlich, daB Anderungen der 
Wasserstoffionenkonzentration auf den Verlauf der Sauerstoffdissozia- 
tionskurve eine verhdltnismadpig sehr geringe Einwirkung haben. Das 
Hamoglobin ist, wie bekannt, in dieser Hinsicht von pu-Anderungen 
stark abhaingig; auBerdem ist ja beim Hamoglobin der Salzgehalt der 
Lésung fiir die Form der Kurve von groBer Bedeutung. In einer etwas 
salzhaltigen Lisung beim physiologischen py 7,4 und 37°C _ bedarf 
das Haimoglobin zur Erreichung der Halbsattigung mit Sauerstoff 
etwa 20 bis 30 mm [ Bohr, zit. nach Barcroft (7), Barcroft und Means (8), 
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Adair (1. ¢.)], also sichenmal soviel wie das Myoglobin [vgl. auch Ferry 
und Green (9), die ihre Bestimmungen mit Pferdehimoglobin jedoch 
bei 25°C machten]. Bei px = 6,0 wird das Verhiltnis Ayg),/ Ayn, 
noch viel gréBer, bei pu = ungefahr 8,2 dagegen gleich 1, d. h. Myo-~ 
globin und Hamoglobin haben dann die gleiche Sauerstoffaffinitat. 

Barcroft, Bock, Hill, Parsons, Parsons und Shoji (10) fanden fiir 
Hamoglobin eine lineare Relation innerhalb eines engen py-Gebietes 
zwischen log K und py. Wie Abb. 5 zeigt, stimmt dies schén auch fiir 
das Myoglobin im ganzen untersuchten, viel gréBeren Gebiet (px = 6,0 
bis 8,7). Die mit sinkendem py abnehmende Sauerstoffaffinitat des 
Hamoglobins wird nach Henderson (11), Hill (12), Hastings, van Slyke, 
Neill, Heidelberger, Harington (13) dadurch erklart, daB Oxyhamoglobin 
eine starkere Saure als reduziertes Himoglobin sei. Zwischen Hill einer- 
seits und van Slyke andererseits sind gewisse Meinungsdifferenzen iiber 
die Rolle des Exponenten in der Hillschen Gleichung in diesem Zu- 
sammenhang entstanden. Da fiir das Myoglobin n == 1 ist, braucht 
diese Frage hier nicht beriicksichtigt zu werden. Henderson (11) fand 
das Verhaltnis zwischen den sauren Dissoziationskonstanten ky kp, = 9, 
Brown und Hill (1. c.) geben den Wert 67 an, v. Slyke und Mitarbeiter (13) 
fiir Pferdehamoglobin 29. 

Man kann nun dasselbe Verhaltnis fiir Myoglobin aus den hier 
gefundenen Werten in folgender Weise berechnen. 

Brown und Hill haben die folgende Gleichung hergeleitet: 


1 1 1+cHk, 


Kk, 1+cH/k,’ (1) 


wo K = die Gleichgewichtskonstanten der gewéhnlichen Hillschen 
Gleichung, k, = die saure Dissoziationskonstante von reduziertem 
Hamoglobin und k, = die saure Dissoziationskonstante von Oxy- 
hanioglobin. 

Fiir zwei verschiedene Wasserstoffionenkonzentrationen, also 


ee i + cH’ k, 
K’ k, 1+ cH'/k, 
1 1 1+cH"/k, 
k"” k, 1+cH"/k, 
Nach Division von (2) und (5) 


K" — (k, +H’) (k, +H”) 


und 


K(k, + cH’) (k, +cH”)’ 
K fiir pu = 8 ist = 0,563, K fiir pu = 7 ist = 0,288. 
Nach Einsetzen dieser Werte: 
(k, + 10-8) (k, + 10- 
(k, + 10~8) (k, + 10~*) 


7 


0,8 = 
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Daraus erhalt man: 
_ B68, 30-7 — 19-% . 
k, = -kB+4,6k,-10-7 © ” 
Wird £,/k, als eine Funktion von k, betrachtet, so findet man, daB fii 
groBe Werte von ky <> k,/k, gegen Null geht, fiir kleine dagegen negatiy 
wird. Die Funktion durchliuft dazwischen ein positives Maximum. 
Der Maximalwert von k,/k, mu nun der gesuchte richtige sein. Dies 
ist folgendermaBen einzusehen: Wahlt man statt der py-Werte 7 und s 
zwei beliebige andere, so wird die Kurve parallel zur Abszisse verschoben. 
Die neue Kurve schneidet die alte in einem Punkt, der um so naher an 
den Maxima liegt, je kleiner die Verschiebung gewesen ist. Zur Be- 
stimmung von fk, bei k,/k, = Max. wird (6) nach k,/k, differenziert und 


k 


d 1 


4 


gesetzt. 
Daraus ergibt sich ky = 0,39 . 10-7. 
Dieser Wert ergibt nach Einsetzen in (6) 
k, 1,27 


k, 1,96 


und Ke = 1,54. 
k, 
Diesem niedrigen Wert darf vielleicht nicht allzu groBe Bedeutung 
zugeschrieben werden, da die Theorien auf diesem Gebiet vielleicht 
nicht ganz endgiltig sind. Er kann jedoch als eine Illustration der 
auffallenden Unempfindlichkeit der Myoglobin-Sauerstoffbindung fiir pu- 
Anderungen dienen. Unter den bisher bekannten Hamoglobinarten des 
ganzen Tierreiches gibt es meines Wissens kein einziges Gegenstiick zu 
diesem Verhalten. 

d) EinfluB der Salzkonzentration. 

Innerhalb der ziemlich engen Grenzen der verwendeten Konzentra- 
tionen (2,5 bis 6,5°%) wurde keine Einwirkung der Konzentration 
beobachtet. Hamoglobin hat in verdiinnten Lésungen eine etwas 
gréBere Affinitét zu Sauerstoff als in konzentrierten. Da manche 
PreBsifte von roten Muskeln héchstens bis ungefihr 1°, oder noch 
weniger Myoglobin enthalten, ware es also méglich, daB das Myoglobin 
in. diesen Fallen in situ eine noch etwas gréBere Sauerstoffaffinitat 
als die hier gefundene haben kénnte. Der Unterschied diirfte jedenfalls 
nicht groB sein. 


Physiologische Funktion des Myoglobins. 


Es ist nach den angefiihrten Versuchen offenbar, da man sich 
das Myoglobin als ein Sauerstoffreservoir denken kann, das sich im 
ruhenden Muskel mit Sauerstoff vom Blut her sattigt, um ihn im Falle 
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gréBerer funktioneller Beanspruchung des Muskels wieder an das Gewebe 
abzugeben. Ein Beispiel dafiir ist der Seehund, der bekanntlich ver- 
hiltnismaBig sehr lange sich unter der Wasseroberfliche aufhalten 
kann. Den dafiir nétigen Sauerstoff nimmt er mit gréBter Wahrschein- 
lichkeit zum groBen Teil aus den auBSerordentlich stark myoglobin- 
haltigen Skelettmuskeln, die so stark gefairbt sind, daB sie beinahe 
blauschwarz aussehen. Bei einem vom Verfasser untersuchten Seehund 
war die Konzentration im PreBsaft, der beinahe wie Blut aussah, 
schatzungsweise zwischen 5 und 10%. Bei den héheren Saugetieren 
verhalt es sich so, daB alte, kraftige Tiere mehr Myoglobin haben als 
junge, man vergleiche z. B. die Farben von Kalbfleisch und Rind- 
fleisch! Bei einem alten Stier fand ich im PreBsaft vom Nierenzapfen 4%. 
Wilde Tiere haben mehr als zahme, trainierte mehr als untrainierte. 
Kin ,,Vollblutpferd“ hat auffallend dunkelrot gefarbtes Fleisch. 

Man hat angenommen, da8 Keilins Cytochrom auch wie ein ,,Sauer- 
stoffreservoir*‘ wirke. Es mu8 nun bemerkt werden, da8 man eigentlich 
nirgendwo in der Literatur an eine derartige Funktion des Myoglobins 
gedacht hat. Doch mu8 die Sauerstoffkapazitit des Myoglobins in 
den Muskeln, wo es in etwas hdherer Konzentration vorkommt, viel 
gréBer als diejenige des Cytochroms sein, da das Cytochrom in der 
Konzentration mit etwa 10-§g Fe pro Gramm Trockensubstanz!, das 
Myoglobin mit etwa 10-4 bis 5. J0-4.g Fe pro Gramm 'Trockensubstanz 
vorkommt. Da man in erster Linie bis jetzt an das Cytochrom als 
Sauerstoffreservoir gedacht hat [siehe z. B. Meyerhof (14), S. 138], 
muB damit zusammenhaingen, erstens, da das Cytochrom in den 
letzten Jahren dank der Arbeiten Keilins sehr aktuell gewesen ist, 
zweitens, da8 man sich das Myoglobin als mit dem Hamoglobin ungefahr 
identisch gedacht hat. 

Ks scheint mir ferner von Interesse sein zu kénnen, daB Myoglobin 
und Cytochrom in den Muskeln gewissermafen alternieren. Die Fligel- 
muskel der Vogel enthalten sehr wenig Myoglobin, dagegen viel Cyto- 
chrom. In den Skelettmuskeln der Saugetiere hingegen pridominiert 
das Myoglobin. Die Herzmuskeln enthalten maBige Mengen von beiden 
Arten. 

Es mu8 weiter in Erwagung gezogen werden, ob die in lebenden 
Muskeln vorherrschenden Sauerstoffpartialdrucke die erwihnte Funktion 
méglich machen. 

Verzdr (15) berechnete den Maximalwert des Sauerstoffpartialdrucks 
im Muskel zu 19mm Hg, nimmt aber an, daB der durchschnittliche Wert 
gegen Null herab liege. Bei 19mm Hg ist das Myoglobin zu etwa 90°, 
gesattigt. Dies muB als ein wahrscheinlicher Ruhewert bezeichnet werden. 

! In Hefezellen, wo es ja reichlich vorkommt. — Miindliche Mitteilung 
von Herrn Erwin Haas. 

Biochemische Zeitschrift Band 26x. 
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Wenn bei der Tatigkeit des Muskels der O,-Partialdruck sinkt, gibt das 
Oxymyoglobin seinen Sauerstoff allmahlich ab, bei 3,6mm, py 7,4 und 
normaler Kérpertemperatur des Pferdes, 38°C, ist es noch halbgesattigt 
Das Myoglobin scheint somit fiir eine .,.Reservoir*-Funktion gut angepaBt 
zu sein. Man kénnte sich vielleicht fragen, ob die geringe Empfindlich- 
keit der Sauerstoffanlagerung an Myoglobin fiir Anderungen der Wasser 
stoffionenkonzentration auch einem teleologischen Zweck dienen kénnte 
Das mag in der Tat so sein, denn der py des Muskels variiert physiologisch 
viel starker (wenigstens py 7.4 bis 6.3, Meyerhof), als das im Blute 
der Fall ist. Es ware dann vielleicht unvorteilhaft, wenn das Myoglobin 
eine so ausgesprochene Abhangigkeit der Sauerstoffbindung von py wie 
das Hamoglobin zeigte. 


Nachdem die Sauerstoffaffinitat des Myoglobins somit bekannt ist 
kann die absolute Affinitat fiir Kohlenoxyd leicht berechnet werden. 
Kin Druck von etwa 0,2 mm Hg Kohlenoxyd wiirde bei 37°C Halb- 
sattigung geben, wahrend fiir die Halbsittigung des Hamoglobins 
weniger als der halbe Wert ausreicht. 

Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Stiftung ..Therese 
och Johan Anderssons Minne‘ ausgefiihrt. 
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Der biologische Wert des ErbseneiweiBes. 
Von 
1. P. und M. N. Tsehukitsehew. 


(Aus dem Zentralen Wissenschaftlichen Forschungsinstitut der Nahrungs- 
und Genufimittelindustrie, Moskau.) 


(Eingegangen am 25. Oktober 1933.) 
qeqany 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Durch die Arbeiten von Perow und Lissitzin (1) ist die Méglichkeit 
erwiesen, aus einer Reihe von pflanzlichen Objekten EiweiBpraparate 
zu gewinnen, die in einer Reihe physikalisch-chemischer Konstanten 
dem Milchcasein nahestehen. 


Insbesondere wurde fiir das nach Perow gewonnene Eiwei substrat 
die Verwandtschaft mit Milcheasein von ihm (2) fiir folgende physikalisch- 
chemische Konstanten festgestellt: Refraktion, Viskositat. elektrisches 
Leitvermégen und Oberflachenspannung. Lissitzin und Alexandrowskaja (3) 
haben im denaturierten Erbseneiweif die Aminosauren bestimmt: Tyrosin. 
Tryptophan, Arginin und Histidin, wobei die Werte denen fiir Milchcasein 
nahestehen. 

Diese physikalisch-chemischen Arbeiten, die solche biologisch minder- 
wertigen EiweiBe, wie das Erbseneiweif [Osborne und Mendel (4)}, EiweiBen 
von bedeutend héherem biologischen Wert, wie Casein, annahern, machen 
eine Priifung der Frage des biologischen Wertes des Erbseneiweibes not- 
wendig. Wenn das Erbseneiwei8 im physiologischen Versuch sich dem 
Milcheasein gleichwertig erweist, so kann man annehmen, daB auch die 
physiologische Methode die physikalisch-chemischen Angaben tuber die 
Verwandtschaft der Casein- und ErbseneiweiBsubstrate bestatigen wird. 
die nach der gleichen Methode gewonnen worden sind. 

Diese Methode zur Feststellung des biologischen Wertes des Eiweil- 
substrates, das nach der Perow-Methode aus Erbsen gewonnen wurde, 
wurde zum ersten Male von Leontjew (5) angewandt. Weibe Ratten im 
Alter von 28 bis 35 Tagen (40 bis 50 g), die unter Grunddiat standen, wobei 
die einzige EiweiBquelle ErbseneiweiB ist. verdoppelm nach Leontjew ihr 
Gewicht im Laufe von 2 Wochen, was auch bei Casein (.Werck) der Fall ist. 
Leider beruht Leontjews Versuch auf einem sehr geringfiigigen Material (vier 
Ratten) und gibt nur auf einen der Indikatoren des biologischen Wertes 
des EiweiBes Antwort, namlich auf die Fahigkeit des Erbseneiweibes, das 
Wachstum des Tieres in verhaltnismaBig kurzer Zeit sicherzustellen. Fir 
wie wertvoll wir auch diesen Indikator halten, auf Grund von ihm allein 
Schliisse iiber den biologischen Wert des ErbseneiweiSsubstrates zu machen, 
scheint uns nicht méglich, da das Wachstum allein nicht den biologischen 
Zyklus des Tieres erschépft. Den biologischen Wert des Eiweibes mub 
man nach Merkmalen beurteilen, die fiir die Hauptmomente im ganzen 
Lebenszyklus des Tieres charakteristisch sind. d.h. nach der Fahigkeit 
des EiweiBes, das Wachstum. die Geschlechtsreife, die Schwangerschait. 
die Geburt. die Milechbildung. die Fruchtbarkeit und schlieBlich das Wohl- 
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befinden der naéchsten Generation zu sichern. Wie die Versuche von 
Mc Collum und Mitarbeitern (6) gezeigt haben, kann ein verhaltnismaBiy 
giinstiges Verhalten des EiweiBes in der Periode des Wachstums, de 
Geschlechtsreife und der Schwangerschaft sich ungiinstig fiir die Fruchtbar 
keit der Tiere und die Entwicklung der nachsten Generation erweisen 
Eine volle biologische Bewertung des ErbseneiweiBes erschien uns um so 
notwendiger, als alle EiweiBe der Erbsen: Legumin, Legumelin und Vicilin. 
die Osborne und Mendel in ihren Versuchen bei Ratten gewonnen haben. 
sich als biologisch minderwertige EiweiBsubstrate erwiesen. Die praktische 
Bedeutung einer vollstaéndig begriindeten Beurteilung des biologischen 
Wertes des ErbseneiweiBes wird durch die Bedeutung der biologischen 
vollwertigen Ernaihrung fiir die entscheidendsten Momente der Tierzucht 
— Wachstum, Lactation, Fleischzunahme und Vermehrung — bestimmt. 

Diese Uberlegung veranla&te uns zur Durchfiihrung eines langeren 
Versuchs zur Fiitterung weiBer Ratten mit ErbseneiweiB als alleiniges 
EiweiB in der Diat, Versuche, die nicht nur die Periode des Wachstums 
innerhalb zweier Wochen, wie bei Leontjews Versuchen, erfaBten, sondern 
die ganze Periode des Wachstums und die Geschlechtsreife der Tiere, 
die Schwangerschaft, die Geburt, die Lactation und die Entwicklung 
der nachsten Generation, mit einem Worte, den Lebenszyklus einiger 
Tiergenerationen. Das EiweiSsubstrat aus Erbsen in Form einer Saure 
wurde von W.A.Dalmatow nach der Methode Perows in Mengen 
gewonnen, die einen langeren Versuch garantierten. Die physikalisch- 
chemischen Konstanten dieses EiweiSsubstrates sind in der Arbeit 
Dalmatows niedergelegt. 

Die Grunddiat, die fiir den Versuch angewendet wurde, bestand aus 

ErbseneiweiB . . . . ae ee 
Starke ...... Se - « 546% 
eR a aa ie aS Pepe oa 
Lebertran. ..... oe 
Trockene Hiefo. ........ 4% 
Salzgemische nach Me Collum, . 4% 

Um in der Dit den Vermehrungsfaktor des Vitamin E fiir die ersten 
zwei Generationen der Tiere zu sichern, wurde zur Grunddiat eine kleinere 
Menge von O] aus Wassermelonensamen (0.5 °%,,) und fiir die dritte Generation 
von | g frischer Tomaten auf eine erwachsene Ratte am Tage hinzugefiigt. 
(Das TomateneiweiB betrug '/ 19) des EiweiBes der Grunddiat.) Die Versuche 
wurden in der Zeit vom November 1931 bis Februar 1933 angestellt. 


Ergebnisse. 


Wir machten eine groBe Zahl von Versuchen zur Priifung des 
biologischen Wertes des ErbseneiweiBes in bezug auf seine Fahigkeit, 
das normale Wachstum der Tiere zu sichern. 


1. Fiir die Versuche wurden Ratten im Alter von 30 bis 34 Tagen mit 
einem Anfangsgewicht von 40 bis 60g genommen. In zwoélf Serien (vier 
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Der biologische Wert des Erbseneiweibes. 8) 


Ratten in jeder Serie) wurde die Priifung auf Verdoppelung des Gewichtes 
m Laufe der ersten 2 Wochen, in denen die Grunddiat mit ErbseneiweiB 
verfiittert wurde, vorgenommen. Als Kontrolle diente die Grunddiat ent - 
weder mit Werekschem Casein oder Milch und Weifbbrot. In allen zwélf 
Serien der Versuche mit Ratten, wie auch bei den Kontrolltieren erhielten 
wir eine Gewichtsverdoppelung nach zweiwéchentlicher Fiitterung. AuBer- 
dem wurde bei sieben Serien der Ratten (drei bis vier Ratten in jeder Serie) 
mit einem Anfangsgewicht von 40 bis 60g im Laufe von 2! , bis 3 Monaten 
das Wachstum bis zur Geschlechtsreife beobachtet. Als Kontrolle fiir jede 
Serie dienten drei bis vier Ratten, die sich in physiologisch - optimaler 
Ernahrung befanden: entweder Casein oder Milch mit WeiBbrot. Alle 
sieben Serien, die Grunddiat mit Erbseneiweif erhielten, hatten ein schénes 
Wachstum, das sich nicht von dem Wachstum der Tiere unterschied, die 
physiologisch optimale Ernahrung erhielten. Die Versuchsergebnisse 
zeigen wir in der Tabelle I, die die Versuche zur Gewichtsverdoppelung 
widerspiegelt, in Photographien der Jungen Ratten im Alter von 60 Tagen, 
am 30. Tage der Futterung mit Grunddiat (Abb. 1), und in Kurven (Abb. 2) 
iiber die ganze Periode des Wachstums der Tiere. 


Tabelle I. 


Versuch zur Gewichtsverdoppelung in 2 Wochen. 





eg Tier Gewicht in g am Y 
Serie Geschleeht a Diat 
Nr. 1.Tag | 8 Tag 14. Tag 


44 86 Erbseneiweil 
42 83 ” 


. ‘ 88 Mercksches Casei 
Kontrolle 1 a Mercksches Casein 
do 


2. Serie 


93 Erbseneiweil 
85 
93 
96 " 
87 Merck sches Casein 
47 
Kontrolle ; 
| Erbseneiweil 
5. Serie l 
| r; ‘ 70 E Milch und WeiSbrot 
Kontrolle 7 ; 


Casein 
13. Serie 
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2. Vier Weibchen, die bei ErbseneiweiB aufwuchsen, wurden im Alter 
von 3'/, Monaten mit einem Mannchen der Kontrolldiat gedeckt und zu 


Beobachtung der Schwangerschaft, der Geburt und der Stillung der Junge 
unter Grunddiat mit ErbseneiweiB gestellt. Die Schwangerschaft trat bei 


allen vier Weibchen normal ein und hatte einen normalen Verlauf. Dir 


Abb. 1. 
Jungratten unter Grunddidt am 30. Versuchstage. Nr.1. Grunddiiit mit Milchcasein (Anfangs 
gewicht 42 und 50g). Nr. 2. Grunddiit mit Erbseneiweifi (Anfangsgewicht 36 und 36 g). 
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Abb. 2. 
Wachstum der Ratten der ersten Generation bei Erbseneiweifi und bei Milchecasein 


Geburten erfolgten normal, mit einem guten Wurf von 7 bis 9 Jungen bei 
jeder Ratte. Die Stillung der jungen Ratten verlief bei allen vier Miittern 
ebenfalls befriedigend, wie man aus der Tabelle iiber die Gewichtszunahme 
der Jungratten ersehen kann, die von Miittern gestillt wurden, deren 
Nahrung unsere Grunddiat mit Erbseneiwei8 war. (Tabelle IT.) 
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Der hiologische Wert des Erbseneiweibes. 


Tabelle IL. Stillung der Jungratten durch Miitter unter 
Grunddiat mit Erbseneiweil. 
(Zweite Generation der von Miittern gestillten Ratten.) 





Gewicht Durehschnitts- 
Alter des Wurfs von sieben gewicht einer 
Jungratten Jungratte 


Tage g g 
25 
35 


c r 
Weibchen | - rb 


14. Serie | 


7 
30 32% 47 


3. Vier Serien Jungratten (drei bis vier in jeder Serie) der zweiten 
Generation der Tiere, die unter Grunddiat mit Erbseneiweif standen. 
wurden nach Beendigung des Stillens durch die Miitter bei der Grunddiat 
helassen, wm das Wachstum. die Geschlechtsreife. die Schwangerschatt, die 
Geburt und die Lactation in der zweiten Generation zu beobachten. Alle 
Ratten im Anfangsgewicht von 40 bis 50g, die unter Erbsendiat standen, 
verdoppelten in 2 Wochen ihr Gewicht, ebenso wie ihre Geschwister aus 
denselben Wiirfen unter Casein-Eiweiidiat. Zur Veranschaulichung dieses 
Ergebnisses bringen wir in der Tabelle III die entsprechenden Angaben. 


Tabelle II]. Versuch zur Gewichtsverdoppelung von Jungratten 
der zweiten Generation in 2 Wochen. 





. Tier Gewicht in g am 
Serie Geschlecht ee ; Diat 
Nr. 1.Tag 8. Tag 14. Tag 
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46 72 99 Erbseneiweih 
46 78 46 - 

48 78 99 s 

47 76 97 a 

48 72 90 Milcheasein 
48 75 92 ee 

47 68 83 

46 70 86 Erbseneiweif 
48 76 45 
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Ein Teil der Tiere (vier Weibchen und zwei 
Mannchen) wurde bis zur Reifeperiode beobachtet. 
Wie man aus den Wachstumskurven ersehen kann, 
ist auch in der zweiten Generation das Wachstum 
durch Ernahrung mit Erbseneiweif vollstandig sicher- 
gestellt (Abb. 3). 
Das Decken zweier Weibchen mit Mannchen 
derselben Generation (selbstverstandlich einer anderen 
Familie), die sich ebenfalls unter ErbseneiweiBdiat 
befanden, hatte bei beiden Weibchen Schwanger- 
schaft zur Folge, die normal verlief und mit recht- way. 7% 
zeitiger Geburt gesunder und vollzahliger Nach- Monate 
kommenschatt endete. Die Tabelle IV gibt eine Vor- Abb. 3. 
Wachstum der Ratten 


. ‘ * ‘ - . der zweiten Genera- 
schaft durch die Miitter in der zweiten Generation. tice hel lstuanetwath, 


stellung von dem Erfolg des Stillens der Nachkommen- 
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Tabelle IV. 
Stillung der Jungratten durch Miitter der zweiten Generation 
unter Grunddiat mit Erbseneiweif. 


(Dritte Generation der von Miittern gestillten Ratten.) 





Gewicht Durchsehnitts- 
Alter des Wurfs von fiinf gewicht einer 
Jungratten Jungratte 
Tage g g 


Weibehen, 19 115 23 
2. Generation, 27 190 38 
1.Serie | 30 230) 46 


Wie man aus der Tabelle !V ersehen kann, entwickelt sich der Wurt 
vollkommen normal, und es gibt keine Verschlechterung im Vergleich zu 
der Aufzucht des Wurfes durch die Miitter der ersten Generation oder zu 
den Kontrolltieren, die unter physiologisch optimaler Ernahrung standen. 

4. Die ganze Jugend der dritten Generation wurde dem Versuch 
auf Gewichtsverdoppelung in 2 Wochen unterworfen, wobei ungefahi 
Ps dieselben Resultate erhalten wurden wie bei 
ty der ersten und zweiten Generation. Zur Beoh 
achtung des weiteren Wachstums und det 
Fruchtbarkeit der Tiere in der dritten 
Generation wurden aus verschiedenen Familien 
zwei Mannchen und zwei Weibchen genommen. 
Eine Vorstellung tiber das Wachstum, die 
Geschlechtsentwicklung und die Fruchtbarkeit 
der Tiere gibt Abb. 4, die uns eine Wachstums- 
kurve der Ratten der dritten Generation unte! 
Grunddiat mit ErbseneiweiB zeigt. 





Wie man aus dieser Abbildung ersehen 
kann, ist auch in der dritten Generation das 
Wachstum der Tiere bei ErbseneiweiBdiat in 
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Abb. 4. 
Wachstum der Ratten der 
dritten Generation bei Erbsen- 
eiweif. 


vollem MaBe gesichert, das gleiche ist auch 
liber den Sexualzyklus zu sagen, die Be- 
fruchtung tritt mach jeder Deckung ein. 
Schwangerschaft und Geburten  verlaufen 
normal. Wir haben die Beobachtung nicht aut 


die vierte Generation fortgesetzt, sondern die 
Arbeit mit der Aufzucht von drei Generationen Ratten unter Erbsen- 
eiweiBdiat abgeschlossen. 

Um die Méglichkeit zu bekommen, tiber die Effektivitat der Aufzucht 
der Ratten bei Erbseneiweif in drei Generationen zu urteilen, bringen 
wir in Abb. 5 ein Diagramm iiber die Entwicklung der Ratten einer Familie 
in drei Geschlechtern (die beiden ersten Geschlechter sind mit der miittet 
lichen Linie, das dritte mit der viterlichen Linie verbunden). 

So gelang es uns, bei Erbseneiweif, das bis in die letzte Zeit hinein 
biologisch als minderwertig galt, drei Generationen ohne Nachteil fiir den 
Lebenszyklus der Tiere aufzuziehen. 


Wir stellen demnach fest, daB das nach der Perowschen Methode 
gewonnene ErbseneiweifS biologisch vollwertig ist und daB es gleich- 
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wertig ist mit dem typischen TiereiweiB, dem Milchcasein, und haben so 
im physiologischen Versuch die physikalisch-chemischen Angaben 
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Abb. 5. 
Wachstum der Ratten bei Erbseneiweifi in drei Generationen. 


Perows und seiner Mitarbeiter tiber die chemische Verwandtschaft des 
ErbseneiweiBes und des Milchcaseins bestatigt. 


Beurteilung der Ergebnisse. 

Die Ergebnisse unserer Arbeit befinden sich im Widerspruch zu 
den Angaben der klassischen Arbeiten von Osborne und Mendel, die die 
biologische Minderwertigkeit aller Fraktionen des ErbseneiweiBes, des 
Legumins, Vicilins, Legumelins, behaupten, wie auch zu den Angaben 
MecCollums iiber die biologische Minderwertigkeit des Erbseneiweibes. 
Wir sind daher vor die schwierige Aufgabe gestellt, diese Widerspriiche 
zu lésen, die Situation in bezug auf den biologischen Wert der Eiweibe 
zu tiberpriifen und genauer zu gestalten. Die in der Chemie und Physio- 
logie allgemein herrschende Anschauung iiber die Ursache fiir die 
hiologische Minderwertigkeit von EiweiBen setzt als Grund das Fehlen 
gewisser lebensnotwendiger Aminosdiuren in der Zusammensetzung des 
KiweiBmolekiils, und folglich wird die biologische Vollwertigkeit des 
KiweiBes durch eine geniigende Auswahl der fiir das Leben notwendigen 
Aminosauren bestimmt. Durch die Versuche von Ahbderhalden (7) (8). 
Osborne und Mendel (9) (10) (11), Ackroud und Hopkins (12), Rose und 
Cox (13) (14) (15) ist die Méglichkeit festgestellt, fehlende Aminosauren 
durch entsprechend minderwertige EiweiBe zu ersetzen oder umgekehrt : 
den biologischen Wert der EiweiBe durch das Entfernen bestimmter 
Aminosaéuren zu zerstéren. Auf Grund dieser unantastbaren Tatsachen 
wird wohl jetzt kaum jemand die Zulassigkeit der Bestimmung des 
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hiologischen Wertes der KEiweiBe nach der Zusammensetzung der 
Aminosauren negieren, zu welchen ein Eiweibstoff bei seiner Saure- 
hydrolyse abgebaut wird. 

Augenscheinlich Kann dieses Urteil tiber den biologischen Wert 
der EiweiBe durch die Erfahrung der chemischen und physiologischen 
Wissenschaft als bewiesen gelten, obgleich W. Roses (16) Versuch 
iiber die Fiitterung von Ratten mit einem Gemenge von sehr reine: 
Aminosduren gegen die Méglichkeit sprechen, das Nahrungseiweii 
durch die jetzt uns bekannten Aminosauren allein zu ersetzen. 

Die in unserer Arbeit angefiihrten Angaben widersprechen nicht 
dieser allgemein angenommenen Auffassung, denn fiir die Praparate 
des ErbseneiweiBes haben Lissitzin und Alexandrowskaja (3) die Amino 
sdurezusammensetzung festgestellt, wobei die friihere Differenz zwischen 
den Aminosiuren des ErbseneiweiBes und des Caseins ungefahr sich 
in denselben Mengen bewegt, wie es fiir Milchcasein festgestellt ist 

Womit ist in diesem Falle die Differenz unserer Angaben, die 
den gleichen biologischen Wert des ErbseneiweiBes und des Milch- 
caseins festgestellt haben, mit den Angaben Osbornes und Mendels, die 
die biologische Minderwertigkeit aller aus Erbsen gewonnenen Eiweibe, 
also Vicilin, Legumin und Legumelin behaupten, zu erkléren? Obne 
besondere chemische und physiologische Versuche tiber die Lésung 
dieser Frage kann man wohl kaum diesen Widerspruch lésen. Vielleicht 
kann man nur als Arheitshypothese die Vermutung duBern, dab bei 
der Erklérung des biologischen Wertes der EiweiBe die physikalische 
Struktur der EiweiBbe zu beriicksichtigen ist, die den Verlauf ihrer 
Abspaltung im Verdauungsapparat, den ProzeB der Aufnahme det 
Spaltprodukte und der Umwandlung der EiweiBe im = Organismus 
bestimmt. Zugunsten dieser Hypothese haben wir die Méglichkeit 
uns auf einige Tatsachen zu berufen, die wir im Laboratorium beob- 
achtet haben, wie auch auf Literaturangaben. 

1. Bereits in vorliegender Arbeit finden wir Beobachtungen dariiber, 
daB KiweiBe, die aus dem gleichen Substrat gewonnen worden sind, 
im biologischen Experiment als ungleichwertige EiweiBe figurieren 
In Tabelle | sind die Jungratten der 13. Serie, die unter Grunddiat 
mit Casein standen, beidem Experiment fiir Verdoppelung des Gewiclits 
bedeutend im Wachstum zuriickgeblieben, gaben um 9, 13 und 14°, 
weniger Gewichtszunahmen als bei der Verfiitterung des Merekschen 
Caseins oder bei ErbseneiweiB. In einer anderen Versuchsreihe (dar- 
gestellt im Diagramm Abb. 2), wo sich die Ratten ebenfalls unter 
Grunddiat mit nach der gleichen Methode gewonnenem Casein be- 
fanden (aber mit einer gréBeren Zahl mehrfacher Fiallungen), erhielten 
wir beim Versuch der Gewichtsverdoppelung die fiir vollwertiges 
Casein iibliche Gewichtszunahme und im Verlauf der folgenden Monate 
ein schénes Wachstum. 





' 
vitsel 
mam 
des | 


‘ 


mit 


Tage 
Versi 
mind 


das \ 


Beohk 
mate 


sche “ 


meir 
FOWwE 
Case 
schie 
sie i 
siche 
phys 
Pray 
chen 
Ung! 
in e] 
auf 


Wace 
oder 
Kiwe 
Loésu 
und 

EKiwe 
Aufl 
Gow 
nicht 


wir, 

Kiwe 
Stut. 
Eiwe 
yeste 
Troe 
und 

Die | 
geset 
Mal 
schn. 
des © 


schle 


Der biologische Wert des ErbseneiweiBes. 9] 


Wir fiihren einen analogen Fall einer Beobachtung von VW. T'schu- 
vitschewa mit SojaeiweiB an. In Abb. 6 ist das Wachstum eines Ratten- 
ménnchens und -weibchens in der Anfangsperiode, der wichtigsten Periode 
des Wachstums, dargestellt. Die Ratten erhielten die gleiche Grunddiat 
mit SojaeiweiB, gewonnen nach der Perowschen Methode, bis zum sechsten 
Tage mit einem Eiweifpraparat, vom sechsten Tage bis zim Ende des 
Versuchs mit dem anderen Praparat. Das erste Praparat wirkt wie typisches 
minderwertiges Eiweib, das zweite zeigt eine ausgezeichnete Fahigkeit, 
das Wachstum der Tiere zu sichern. 

SchheBlich verweisen wir noch aut ahnliche 
Beobachtungen an einem bedeutenden Versuchs- 
material, das in der Arbeit von MW. Tschukit- 


schewa niedergelegt ist (17). 

Alle drei Beobachtungen haben das ge- 
meinsam, daB die nach der gleichen Methode 
gewonnenen EiweiBpraiparate aus Soja und das 





Casein im biologischen Versuch ein ver- 
schiedenes Reagieren in dem Sinne zeigen, dah 
sie in ungleicher Weise das Wachstum der Tiere 
sichern. Eine orientierende Untersuchung der 
j s Wachstum der Ratten bei 
physikalischen Eigenschaften der verwendeten Sojaeiweib. 
Priparate (eine ausfiihrliche — physikalisch- 
chemische Charakteristik gehért nicht zu unserer Aufgabe) ergab die 
Ungleichheit der verwendeten EiweiBe in bezug auf die Léslichkeit 


in einem natiirlichen Lésungsmittel (K,H PO, 5g, NaCl lg, KCl 1g 
auf 1000 cem Wasser). 


Wiahrend die Caseinpriparate und das Sojaeiweil, die ein optimales 
Wachstum sichern, sich im genannten Gemisch gut lésen (in der Kalte 
oder bei 50° gaben sie ein gutes Sol mit hoher Dispersion des gelésten 
KiweiBes), lésten sich die biologisch minderwertigen Praparate im gleichen 
Lésungsgemisch nur schwer und nur bei starker Erhitzung (bis zum Kochen), 
und ihre Lésungen gaben ein grobes Sol mit geringer Dispersion des gelésten 
EiweiBes. Dies zeigt, da wir scheinbar einen Unterschied im physikalischen 
Aufbau unserer Priiparate haben. Offensichtlich gab es in den Details der 
Goewinnungsmethoden der Priparate Unterschiede, die aut den ersten Blick 
nicht festzustellen sind, jedoch auf die Struktur des Eiweibes einwirken. 

Auf Grund einer Reihe weiter unten angetiihrter Tatsachen vermuten 
wir, daB dieser Unterschied durch verschiedene Trocknungsmethoden der 
KiweiBe bei ihrer Herstellung bedingt war. Diese Vermutung findet eine 
Stiitze in den folgenden Versuchen mit einem biologisch vollwertigen 
KiweiB. wie SojaeiweiB. W. Dalmatow hatte uns Sojaeiweif zur Verfiigung 
vestellt, das nach der Perowschen Methode, aber mit einer Abanderung beim 
Trocknen hergestellt war. Das Praparat war einer schnellen Trocknung 
und sehr feinen Zerkleinerung bei erhéhter Temperatur unterworfen worden. 
Die Léslichkeit dieser Praparate in unserem Lésungsgemisch ist sehr herab- 
gesetzt. Dieses Eiweif® sichert das Wachstum der Tiere in sehr geringem 
Mabe. wie dies aus Tabelle V hervorgeht. Man kann annehmen, da®B ein 
schnelles Trocknen gewisse Verinderungen in der physikalischen Struktur 
des EiweiBes hervorruft, die sowohl die geringe Léslichkeit als auch die 
schlechte Verwertung im Organismus verursachen. 
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Tabelle V. 


Wachstum der Ratten unter Grunddiat mit SojaeiweiB. 





Tier y a1. TY. 4. V. 2: ¥. 
Geschlecht i =, 
Nr. 14.Tag 27.Tag | 43. Tag 


71 85 101 Sojaeiweib, cewonnen 
70 88 106 dureh Trocknen_ be: 
68 86 102 erhohter Temperatu: 
87 115 131 

86 116 133 Mileh und WeiBbret 


< 


2 Kon- | 


3] trolle | 88 112 ~~ 129 


2. Die Veriainderung des biologischen Wertes des EiweiBes unter dem 
EinfluB ihrer Gewinnung kann man auch im ganzen Nahrungsmittel 
produkt konstatieren. So wird, wie aus Osbornes Versuchen hervorgeht, 
der Nahrwert der Eiwei®Be durch das Kochen des Sojamehles stark erhéht, 
und die Gewichtszunahme auf die Einheit des verwendeten Eiweifes ist 
die gleiche wie bei einer Diat aus hochwertigem EiweiB. Bei Versuchen 
von MW. T'schukitschewa zur Desodorierung des Sojamehles unter Verwendung 
von Alkohol wird dieses aus einem biologisch minderwertigen zu einem 
biologisch vollwertigen Produkt. Osborne (18) nimmt als Erklarung der 
beobachteten Veranderung des biologischen Wertes des gekochten Soja- 
eiweiBes eine ,,.Verainderung der Konfiguration der SojaeiweiBe an, wodurch 
eine bessere Verwertung erfolgt*’ (a.a.O. S. 106). So konnten wir eine 
Xeihe von Fallen anfiihren, wobei die Gewinnungsmethode des Eiweibes 
entweder bei seiner Herstellung (Trocknung) oder im ganzen Produkt 
(Kochen, Behandlung mit Alkohol) den biologischen Wert der Eiweibe 
scheinbar als Ergebnis dieser physikalischen Veranderungen. die das Eiweil 
erleidet, verandert. 
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Der Abbau des Cholesterins durch den tierischen Organismus. 
Il]. Mitteilung: 
Untersuchung der Kérperausscheidungen auf Abbauprodukte '. 
Von 
Karl Bossert, Irvine H. Page und Wilhelm Menschick. 

(Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiu 
Psychiatrie, Kaiser Wilhelm-Institut, Miinchen.) 
(Eingegangen am 7. November 1933.) 

to 

Wahreng@ man bisher itiber einen physiologischen sAbbau des 
Cholesterinsfrecht geteilter Meinung war, haben die letzten Jahre 
insofern zugunsten eines Abbaus entschieden, als ein Versechwinden 
von Cholesterin im Organismus festgestellt werden konnte. Von der 
ersten negativen Bilanz (an Hiihnchen in den ersten 2 Lebenswochen) 
berichtet Dam (1). Page und Menschick haben dann an Vertretern 
der Herbivoren (2) und Carnivoren (3) bei Cholesterinfiitterung beidemal 
einen betrachtlichen Abbau beweisen kénnen. Auch Beumer und Fasold 
berichten von einem Verschwinden von Cholesterin in einem Falle 
(Rattenversuch mit Cholesterinfiitterung) (4). 


ie Anschlu8B an unsere Bilanzversuche haben wir uns nun die 


Aufgabe gestellt, nach dem verschwundenen Anteil des Cholesterins 
zu suchen. Nachdem es bis heute nicht gegliickt ist, das Cholesterin 
als Muttersubstanz der Gallensiuren zu beweisen, stellten wir fiirs 
erste das Suchen nach sauren Abbauprodukten zuriick und unter- 
suchten das Unverseifbare zunachst der Kérperausscheidungen. 


Das Unverseifbare aus Kaninchenfizes. 


Als Ausgangsmaterial standen fiir einen Vorversuch Fazes aus den 
Bilanzversuchen an Kaninchen (2) zur Verfiigung. Dort wurde neben 
normaler Fiitterung Cholesterin in Oleum rapae (rape seed oil) gegeben. 
Fiir die folgende Untersuchung war auBerdem Material notwendig, das bei 
gleichem Futter mit Ol, aber ohne Cholesterin erhalten wurde (im folgenden 
unterschieden als Chol. und Ol.). Die Aufarbeitung geschah ahnlich wie 
beim Hauptversuch (erperimenteller Teil). Der nachstliegende Gedanke 
war, durch Hochvakuumdestillation des Unverseifbaren eine Abtrennung 
der fliichtigeren Bestandteile zu bewirken, Destillat und Riickstand zu 
charakterisieren und, wenn sich dies bewahrte, mit den entsprechenden 
Anteilen eines Kontrollversuches zu vergleichen. 

Ahnlich wie Dorée und Gardner (5) fanden wir als erste Fraktion ein 
schwach gelb gefarbtes Ol, dem sich Fraktionen von steigender Viskositat 
anreihten. Sie alle gaben die Sterinreaktionen und in steigendem MaBe mit 


1 Der Ella Sachs Plotz-Foundation (Dr. Joseph Aub) sei fiir die Zu- 
wendung von Geldmitteln bestens Dank gesagt. 
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Digitonin Fallungen. Die Sterine weisen in derartigen Gemischen offenba: 
eine sehr betrachtliche Fliichtigkeit auf; siehe auch Dimter (6). Indem wi: 
die erhaltenen Fraktionen weiter zerlegten und an Hand ihrer Brechungs 
indizes verglichen, zeigte sich, daB sie aus mehreren Individuen bestanden. 
die in breiterem Destillationsbereich immer wiederkehrten. Dazu gesellte 
sich Anhaltspunkte fiir Zersetzungserscheinungen. So erschienen die Bedin 
gungen der Hechvakuumdestillation unzureichend und nicht unbedenklich 

Wir suchten weiter zu gelangen durch Destillation mit iiberhitztem 
Wasserdampf unter vermindertem Druck (25 bis 30 mm Hg, Bad bis 145°, 
Dampf im Uberhitzer 70 bis 160°). Dabei gingen im Chol.- und O1.-Versuch, 
rein weiBbe Flocken iiber; gekiihlt leicht filtrierbar, bei Zimmertemperatu 
alsbald in Oltropfen iibergehend!. In der Hauptsache war Phytol iibe: 
gegangen, wie Brechungsindex und Loéslichkeit zeigten. Die Mengen waren 
im Chol.- und Ol.-Versuch etwa gleich. Es war begleitet von einem aus 
Alkohol in glinzenden Flittern erhaltenen Kérper, der sich in Pentan leicht 
léste und bei 50° schmolz. Hiernach stellt er wohl Cetylalkohol dar; nach 
Gardner ist er auch im Unverseifbaren aus Menschenfazes enthalten. De 
Riickstand der Wasserdampfdestillationen wurde nach Acetylierung mittels 
Alkohol fraktioniert. Die mengenmaéBige Aufteilung ist der Tabelle zu 
entnehmen und gestaltete sich ahnlich wie in dem unten folgenden Haupt 
wersuch. 

Tabelle. 





Unverseif- | Destil- Fr. I* 
bares | $terin lations- (schwerer 
g riickstand _lislich) 


Fr. Il * 
(leichter léslich) 


Cholesterinversuch . 37,8 12,9 32,4 22,8 8,2 (17% St.) 
Kontrollversuch . . 19,8 5,2 17,4 10,7 7 (18% St.) 


* Auf gleiche Weise gewonnen wie die gleichnamigen des Haupiversuchs. 


Die Fraktionen III sind hier unberiicksichtigt. Der relative Mengen- 
unterschied der Fraktionen Ll gegeniiber dem Hauptversuch beruht aut 
der vorangegangenen Destillation. 


Die im Hauptversuch angewandte, vereinfachte und schonende 
Methode bestand in beiden Fallen in einer Acetylierung des gesamten 
(weder N noch P enthaltenden) Unverseifbaren mit Acetanhydrid in 
Pyridin bei gewohnlicher Temperatur, Fraktionierung aus Alkohol in 
Fraktion I, I] und III, Verseifung und erneuten Zerlegung der wichtigeren 
Anteile mittels Methanol. Nach Abtrennung des Digitoninfallbaren 
wurde mit Methanol-Petrolather entmischt und das Verhalten soweit 
als moéglich festgelegt. 

Bei der komplizierten Zusammensetzung des Gemisches konnte ein 
Vergleich des Chol.- mit dem Ol.-Versuch nur dann einen Sinn haben. 
wenn bekannt war, wieviel Kot pro Tag im Mittel von jJedem der beiden 
Tiere ausgeschieden wurde und wenn die Aufarbeitung in beiden Fallen 
méglichst quantitativ erfolgte. 

Wochenlange Fiitterungsversuche haben ergeben, daB beim Chol.-Kanin 
chen pro Tag 40 g Kot anfallen; bei Ol.-Kaninchen errechneten sich 41 g. 


' Das gleiche Verhalten wie Phytol zeigen nach Gardner Cholesterin 
und die ,,amorphen Substanzen“ im Unverseifbaren aus Menschenfazes (7). 
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Die Verluste bis zur Wiedergewinnung des Verseiften aus den Acetat- 
fraktionen betrugen im Chol.- und Ol.-Versuch 3,2 und 3,3 g bei einer 
Ausgangsmenge von 38,6 bzw. 23,6 g (vgl. eventuell Schema des experimen- 
iellen Teiles). 

Demnach sind in langeren Zeitabschnitten beide Kotsorten direkt 
vergleichbar. Die Verluste bei der Aufarbeitung des Unverseifbaren sind 
relativ gering und bei beiden Ansatzen etwa gleich groB. Unter diesen 
einfachen Verhialtnissen laBt sich wohl mit Recht itiber die GréBe des Abbaus 
eine Aussage machen. Das ist in zweifacher Weise mdéglich: 

a) Die angewandten 1800g Kot entstammen einer 6'/,wéchigen 
Versuchsdauer. In dieser Zeit wurden etwa 19g Cholesterin zugefiihrt. 
Das Wiederausgeschiedene ergibt sich aus der Differenz der Sterinwerte 
des Versuchspaares zu 6,3 g. Als Abbau ergibt sich dann: 19 — (6,3 + ge- 
speichertes Cholesterin), also 12,7 — gespeichertes Cholesterin. Letzteres 
diirfte héchstens 3 bis 5 g betragen, so daB sich fiir den Abbau 7,7 bis 9,7 g 
ergeben. 

b) Nach den Bilanzversuchen von Page und Menschick (2) betrug 
der Abbau pro Woche 0,8 bis 1,8 g; fiir 6'/, Wochen ergeben sich hiernach 
5,2 bis 11,6 g. 

Nachdem so die unyefihre Menge des abgebauten Cholesterins 
feststand, wurde versucht, seine Umwandlungsprodukte aufzufinden. 
Die Gewichtsdifferenz des Unverseifbaren aus Chol.- und Ol.-Versuch 
betragt 15g. Davon bestehen angenahert gleiche Teile aus Sterin 
und mit Digitonin Nichtfillbarem. Somit kann man annehmen, dai 
15g Cholesterin nicht gespeichert und demnach als solches und als 
Abbauprodukt ausgeschieden wurden. Aber das braucht durchaus 
nicht zuzutreffen. Daher war zur Beantwortung der Frage, ob und 
wieviel Abgebautes vorhanden sei, eine Aufteilung des Gemisches not- 
wendig. Wie ein Vergleich der mitgeteilten Zahlen (vgl. Tabelle und 
Schema) lehrt, ist eine analoge Aufteilung erreicht worden wie am 
Destillationsriickstand der Wasserdampfdestillation. Und weil das ohne 
peinliche Einhaltung der Bedingungen der Fall war, so scheint das 
Ergebnis der Aufteilung nicht zufallig zu sein. Wie nun aus dem Schema 
ersichtlich, entsprechen sich die Mengen des mit Digitonin Nicht- 
faillbaren der in Alkohol leichter léslichen Fraktion IT und der Fraktion IT] 
im Chol.- und Ol.-Versuch jeweils weitgehend. So verdichtete sich 
das Interesse auf die in Alkohol schwerer léslichen Fraktionen I, von 
deren nichtfallbaren Anteilen jetzt eine kurze Charakterisierung folgt. 


Aufteilung der Fraktionen I. 


Durch schrittweises Entziehen der in Methanol leichter léslichen 
Anteile wurden nach Abtrennung von .,Methanolunléslichem’’ (haupt- 
sichlich Wachsalkohole) vier zunehmend schwerer lésliche Fraktionen 
erhalten, von denen das mit Digitonin nicht Fallbare untersucht wurde. 

Nichtfallbares von M,: Enthalt mit etwa 3g den Hauptteil des,, Mehr‘‘?. 
Sie stellt ein niedrig schmelzendes Wachs dar, ist bemerkenswerterweise op- 


1 Darunter sei der Mehrgehalt an Nichtfallbarem gegeniiber dem 
Kontrollversuch verstanden. 
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tisch aktiv und kommt in der Jodzahl (JZ.) dem Cholesterin gleich. Wie dure] 
Entmischung gezeigt werden konnte, liegen etwa drei Individuen vor: 1. ei: 
in Methanol leicht léslicher, in Petrolather unléslicher Kérper von niedrige: 
Drehung und hoher JZ. (M, ); 2. zwei in Methanol und Petrolather un 
gefahr gleich leicht lésliche Fraktionen von bedeutender Drehung und 
mittlerer JZ. (M, und P,,); 3. sind geringe Mengen von Wachsalkohol vor 
handen (Px). Die ,,modifizierte** Liebermann-Probe (s. unten) ergibt 
3ordeaux mit griimer Fluoreszenz. Nach Salkowski farbt sich — wie bei 
simtlichen iibrigen Fraktionen — nur die Unterschicht orange bis braunrot 
mit griiner Fluoreszenz. Die Unterfraktionen M,, und P,, farben sich schén 
violettrot und stimmen in den sonstigen Eigenschaften gut iiberein, so dai} 
anzunehmen ist, daB sie gleicher Zusammensetzung sind. 

Beziiglich des Nichtfallbaren von M,, M, und K sowie der entsprechenden 
Anteile des Kontrollversuchs (M,, J, und K) sei auf den experimentellen 
Teil verwiesen. 

Die Mehrausscheidung an Substanzen, die mit Digitonin nicht 
gefallt werden, ergibt sich aus der Differenz der Nichtsterine der Frak- 
tionen I zu 6,2 g. 

Dieses ,,Mehr** setzt sich zusammen aus Wachsalkoholen und in 
Methanol Leichtléslichem. 

Subtrahiert man nun von der Mehrausscheidung die Menge der 
typischen Wachsalkohole (etwa 2,9 g), so gelangt man zu dem Anteil, 
der als Abbauprodukt in Frage kommt: etwa 3,3 g. DaB er ein Ge- 
misch darstellt, ist oben dargetan worden. 

Hier sei erwahnt, daB zwischen obigen niedrig schmelzenden An- 
teilen und den ,,amorphen Substanzen’ Gardners aus Menschenfazes 
eine ziemliche Abnlichkeit besteht. Diese amorphe Substanz weist 
nach Gardner die prozentuale Zusammensetzung des Cholesterins aut 
und gibt modifizierte Cholesterinreaktionen. Gardner sagt von ihr: 
,in any metabolic experiment dealing with the intake and output otf 
sterols it must be taken into account”. 

. Nun kommt aber ein weiteres Moment hinzu. Gardner erwahnt. 
daB das Unverseifbare aus Gras und anderen Pflanzen Ole enthilt. 
die nach Liebermann eine schmutzige Braunfirbung ergeben. Auch 
wir haben aus Wiesengrasern ein viskoses Ol erhalten, das jedoch nach 
Abtrennung der Sterine in der Farbreaktion etwa Fraktion M, glich. 
Zu unserer Uberraschung wies dieser Sirup aber auch eine ahnlich 
groBe positive Drehung auf wie diese. Nach seinem Verhalten diirfte 
dieser Kérper den Resinolen nahestehen. 

Demnach wird mindestens ein wesentlicher Beitrag zur Drehung 
vom Unverseifbaren des Grases geliefert, und die Aussicht, eines leidlich 
einheitlichen Cholesterinderivates habhaft zu werden, verringert sich 
in gleichem MaBe. 


Ein merkwiirdiger Umstand sei jedoch zum Schlu8 noch erwahnt 
Wahrend die optisch-aktiven Anteile der Fr. 1 im Chol.-Versuch um 20 
drehen, ist der Betrag im Kontrollversuch doppelt so hoch. Dieser Unte1 
schied ist — und das besagt mehr — auch bei deren Mutterlaugen, der 
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Fr. LI, anzutreffen (12,3 und 25,6°). Ob er unwesentlich ist oder im Zu- 
sammenhang mit unserem Problem doch etwas zu bedeuten hat, ist schwer 
zu sagen. 

Uber die Kaninchenversuche lat sich abschlieBend sagen, daB 
cin geringer — vielleicht sogar ein betrachtlicher Teil des verschwundenen 
Cholesterins als Unverseifbares in den Fazes vorliegen kann. Aber 
zur Isolierung eines derartigen Abbauproduktes ware obiges Material 
offensichtlich ungeeignet. Giinstigere Verhaltnisse waren bei aus- 
gesprochenen Carnivoren zu erwarten. 


Ivas Unverseifbare aus Katzenfiizes. 

In dem Bestreben, das eben mitgeteilte Ergebnis auf  breitere 
Grundlage zu stellen, kam uns der Befund zustatten, daB auch bei 
Katzen ein Abbau von Cholesterin erfolgt (3). Dabei wurden einst- 
weilen nur die quantitativen Verhaltnisse studiert?. 


Die aufbewahrten Exkremente (Harn + Kot) aus den Bilanzversuchen 
an Katzen wurden bis zur Erschépfung (negativer Liebermann) mit Ather 
extrahiert. Hieraus resultierten nach zweimaliger Verseifung 30,5 g¢ Un- 
verseifbares, das sich als stickstoffrei erwies. Der Steringehalt war 22 g 
(72,2°,). Unter Beriicksichtigung des zur Analyse fiir die Bilanzversuche 
verbrauchten Materials entspricht das Aufgearbeitete 64 Versuchstagen. 
Bei der Aufarbeitung so betrachtlicher Materialmengen sind Verluste un- 
vermeidlich. Nach den Bilanzversuchen waren 27.9 g Sterin zu erwarten. 
Die Verluste verteilen sich gleichmaéBig auf Sterin und Nichtsterin, wie aus 
dem fast gleichen mittleren Gehalt des Unverseifbaren von sechs quanti- 
tativen Bestimmungen folgt. Demnach treffen auf 64 Tage 10,7 g Nicht- 
fallbares. 

Ein Kontrollversuch (Schmalz ohne Cholesterin) hat nun_ beziiglich 
des Unverseifbaren folgendes ergeben: der zehnte Teil des Atherextraktes 
wurde in tiblicher Weise aufgearbeitet. Dabei resultierte 0,86 ¢ Unverseif- 
bares von wachsartiger Konsistenz; im ganzen also 8,6g. Unter Beriick- 
sichtigung des fiir die Bilanzversuche verbrauchten Materials sind statt der 
80 Tage wirklicher Versuchsdauer nur 75 in Rechnung zu setzen. Zum 
Vergleich mit dem Chol.-Versuch (64 Tage) sind sinngemé® 8,6 . 64/75 

7,3 g mit 4,62 g¢ Nichtfallbarem einzufiihren. 

Rechnet man hier mit dem gleichen Verlust wie beim Chol.-Versuch. 
so ergibt sich als Differenz 10,7 — 5,8 = 4,9g. Das besagt, daB von 15,9 ¢ 
nach Bilanzversuch verschwundenem Cholesterin etwa 4,9g als Un- 
verseifbares in Kot und Harn auftreten kénnen. Wir halten das Ergebnis 
des Katzenversuchs u. a. deshalb fiir exakter, weil das exogene Unverseif- 
bare hier nicht die Komplikationen hereintraigt wie beim Kaninchenversuch 
und weil bei Katzen nach Hill und Bloor (8) das Unverseifbare bei maBigen 
Fettgaben weitgehend unabhangig hiervon ist. 


Unsere Versuche haben ergeben, da dem etwa gleichen Abbau 
bei Kaninchen und Katzen beidemal auch eine erhéhte Ausscheidung 


! Es sei bemerkt, da®B die Chol.-Tiere in der Versuchszeit im Gewicht 
gleich blieben oder unwesentlich abnahmen. Das Tier mit zusatzlicher 
Schmalzfiitterung hatte zugenommen. 
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von Unverseifbarem in den Fazes entspricht. Diese Erhéhung mui) 
bedingt sein durch das gegebene Cholesterin und kann — aber mui} 
nicht einen Teil des errechneten Abbaus decken. Das besagt aber, 
daB mindestens ein wesentlicher Teil des gesuchten Abbauproduktes 
nicht im Unverseifbaren der Kérperausscheidungen auftritt. Es besteht 
die Absicht, am Carnivorenversuch eine Aufteilung und qualitative 
Untersuchung anzuschlieBen. Des weiteren wird nach den mitgeteilten 
Befunden auch den sauren Ausscheidungen Aufmerksamkeit zuzuwenden 
sein. Endlich kénnte ein derartiger Abbaustoff auch im Organismus 
verbleiben. 
(‘ber einen Wachsalkohol €,, H,, 0. 


Anhangsweise sei tiber einen Kérper berichtet, der schon bei den 
ersten Hochvakuumdestillationen in geringerer Menge auftrat. Wir 
erhielten ihn aus warmem Petrolither in ,,gebogenen Nadeln‘; ab- 
gesaugt stellt er cholesterinahnliche Kristalle dar. In den organischen 
Solventien nur in der Warme leicht léslich, ist der Kérper gegeniibe 
Brom gesattigt. Nicht optisch aktiv. Schmelzpunkt 79,5°. 


Analyse: Einwaage: 5,240 mg, H,O: 6,51 mg, CO,: 15,435 mg, Ab 
nahme: 0, Riickstand: 0. 

CoH yO. Ber.: C 80.5%, H 14,09%; 
gef.: C 80,33°,, H 13,9°,. 

Molekulargewicht nach Rast: 1. 293 bis 310; 2. 298; ber.: 298. 

Das Acetat schmilzt gegen 61°, ist leichter léslich in Methanol als det 
Alkohol und spielend in kaltem Petrolither. Der geringen Menge wegen 
konnten wir uns von dessen Einheitlichkeit nicht iiberzeugen. 

Unklar war zunachst die Herkunft des Alkohols. Er trat auf im 
Unverseifbaren von Chol.- und Ol.-Kaninchenfizes und dem aus 
normalen. Somit entstammt er nicht dem Ol; auch aus Unverseif- 
barem des Hafers wurde er nicht erhalten. Hingegen, wie im ex- 
perimentellen Teil dargetan, aus dem Unverseifbaren des (verfiitterten- 
Wiesenheus. 

Offenbar kommt dem Kérper die Formel CyyH,.O zu. Nach Etards 
Beschreibung weist Medicagol aus Luzerne die gleichen Eigenschaften 
auf. In seinem spiter erschienenen Buch (9) beschreibt er das Blatt- 
wachs verschiedener Getreidearten und findet die gleiche Zusammen- 
setzung. Andererseits gibt er die Analysen seines Medicagols wiede 
und leitet aus einem der C—H-Wertepaare die Formel C,H ,O0 ab 
(S. 158). 

Ob Medicagol bei der weitgehenden Ubereinstimmung der Eigenschaften 
mit unserem Wachsalkohol und dem Blattwachs aus Getreide tatsachlich 
identisch ist, vermégen wir nicht zu sagen. Aber fiir unseren K6rper kann 
die Formel Cy)H,,0 kaum bezweifelt werden. 
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Experimenteller Teil. 
Hauptversuch. 


Gehalten wurden ein Cholesterinkaninchen und vier Kontrolltiere. 
Fiitterung: Wiesengras und Hafer. Hinzu kamen pro Tag per os 10 cem 
Oleum rapae, in dem beim eigerttlichen Versuchstier 0,5 g Cholesterin 
gelést waren. Das Befinden der Tiere wurde durch die Gewichte verfolgt 
und war durchweg gut. 


l. Darstellung des Unverseifbaren. 

Vor der Aufarbeitung war dem Kot zur besseren Konservierung Toluol 
zugesetzt. Fein gemahlen, wurde er bei 70° unter vermindertem Druck 
vetrocknet. 

1790 g getrockneter Chol.-Kot (im Kontrollversuech 1795 g) wurden 
mehrere Tage mit Ather kontinuierlich extrahiert, dann unter RiickfluB mit 
Ather bzw. Aceton nachbehandelt. Die Verseifung geschah in der Regel mit 
kaltem Alkoholat. Nach 2 Tagen wurde ein Teil des Alkohols im Vakuum 
entfernt und mit nicht zuviel Wasser vermischt. Das Gemisch wurde bis 
zur Farblosigkeit des iiberstehenden Athers perforiert. Nach kurzem Waschen 
abermals verseift, dann mit Lauge ausgeschiittelt, wobei des 6fteren haufiges 
Zentrifugieren nétig war. Soweit sich die reichlichen Seifen abtrennen 
lieBen, wurden sie mehrmals mit Ather behandelt. SchlieBlich wurde mit 
sehr verdiinnter Lauge geschiittelt, bis der wasserige Teil beim Ansiéuern 
nur noch opaleszent wurde. Darauf zweimal mit verdiinnter Salzséure 
geschiittelt und die neutral gewaschene atherische Lésung tiber Chlor- 
calcium getrocknet. Alle Operationen wurden méglichst quantitativ durch- 
gefiihrt. Es resultierten 38,6 g¢ (23,6) rotorange Paste, die frei war von 
Stickstoff und Phosphor. 


2. Acetylierung und Fraktionierung. 

Das gesamte Unverseifbare wurde in 140 (im Kontrollversuch 100) cem 
Pyridin gelést und nach Zugabe von 45 (30) cem Acetanhydrid bei Zimmer- 
temperatur 2 Tage sich selbst tiberlassen. Nach Entmischung in Eiswasser 
und schlieBlichem Trocknen erfolgte die Aufteilung. Zuerst wurde mit 
einer zum Lésen unzureichenden Menge Alkohol 96°, unter 6fterem Auf- 
wirbeln langere Zeit erwarmt, von ungeléstem Sirup dekantiert und dann 
bis zum Verbleiben von wenig Riickstand mit absolutem Alkohol ebenso 
behandelt. Die abgesaugten Kristallisate wurden nochmals umkristallisiert. 
Dabei resultierten folgende Fraktionen: 


I stellt die in kaltem Alkohol schwer léslichen Kristallisate dar, 
If den aus den vereinigten Mutterlaugen gewonnenen Sirup, 
III ist eine feste, braune, in warmem absoluten Alkohol schwer lésliche 
Masse. 


3. Fraktionierung nach erneuter Verseifung. 

Die Verseifung geschah wie iiblich mit kaltem Alkoholat. Bei den 
Fraktionen II resultierte ein tieforanger Sirup. Die Fraktionen I, die 
gréBtenteils aus Kristallinem, teils aus einer honigihnlichen Masse be- 
standen, wurden mit heiBem Methanol zerlegt. Zuriick blieb ein brauner 
Riickstand von wachsahnlicher Beschaffenheit: .,Methanolunlésliches*. 
Dem Kristallgemisch wurden durch zweimaliges Lésen die in Methanol 


7* 
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leichter léslichen Anteile entzogen. Die vereinigten Mutterlaugen fiihrten 
zu M,. Weitere vier Operationen dieser Art ergaben M,. M, endlich war 
das Ergebnis einer Behandlung mit Methanol und Aceton. 


4. Abtrennung der Sterine. 

Sie geschah quantitativ mittels Digitonin. Alkohollésliche Digitonide 
konnten nicht in nennenswerter Menge vorhanden gewesen sein, weil 
1. mit Digitonin gefallt wurde, bis eine Probe der Lésung auf Cholesterin- 
zusatz eine beachtliche Fallung ergab. und 2. das alkoholische Filtrat stets 
nur belanglose atherunlésliche Riickstaénde aufwies. Bei der Wieder- 
gewinnung des Digitonins bewahrte sich die Methode von Schénheimer 
aufs beste (10). 


5. Eigenschaften der nichtfallbaren Anteile aus Fr. I, M,, Mg, 
M, und K. 

M, (Nichtfallbares) stellt angewarmt eine hell-goldgelbe, viskose, klare 
Flissigkeit dar (2.9 g), die sich beim Erkalten triibt und halb fest wird: 
sie gleicht also einem niedrig schmelzenden Wachs 

L«]p + 21,5° (in Chloroform), mp (Brechungsindex) = 1,5089, 

JZ. = 66,2. 

Salkowski: sofort Farbung; bei kurzem Schiitteln geht alles Gefarbte 
in die Schwefelséure (braunrot). 

Liebermann: unter Anwendung von wenig Anhydrid bewirkt unter 
Kiihlung zugesetzte Schwefelséure eine braunrote Farbung. 

Wird jedoch die Lésung in Chloroform mit dem doppelten Volumen 
Anhydrid versetzt (modifizierte Liebermann-Reaktion), so kommt sofort 
eine schéne Rotfarbung (etwa Bordeaux) zustande; minutenlang unver- 
andert schon; tiefgriine Fluoreszenz. Uber Nacht rétlichbraun werdend. 

Das noch Verfiigbare der Fr. M, (2,1 g) wurde dann durch Entmischung 
weiter zu trennen versucht unter Anwendung von Methanol-Petrolather 
und Wiederholung der Entmischung an jedem Hauptteil. Praktisch alles 
Gefarbte ging in die Methanolschicht, die hell-goldgelb war. So resultierte 
ein methanolischer Anteil M und ein in Petrolather geléster P. 

M: tiefgelb, harzig und durchsichtig; [«]p = + 17,9°. 
P: triibe, weiche, strohgelbe Masse; [a]p = + 21,6°. 

Der Anteil MM konnte mittels Petrolather nochmals aufgeteilt werden 
in einen darin léslichen Teil 7, und den unléslichen Mp. Analog ergab 
der Anteil P mittels Methanol einen léslichen Teil Py, und einen methanol- 
unléslichen P,,,. Diese vier Fraktionen aus M, wiesen folgende Eigen- 
schaften auf: 

M),: orange, feste Masse, die sich pulvern lieB [z]p = + 8,5°. JZ. = 80,8. 
Liebermann: braungelb mit griinlicher Fluoreszenz. 

M,: gelbliche, wachsartige Masse |x]p = + 21,5°. JZ. = 59,6,n = 1,5055. 
Liebermann: prachtvoll rot bis violettrot mit braungriiner Fluoreszenz. 

Pm: Beschaffenheit wie bei M,; [x] = + 23,5°. JZ. = 51,8, n = 1,5088 

M, und P, stimmten weitgehend tberein. 

Py»: wei® und kristallin, Reste von Wachsalkoholen. 

Nichtfallbares von 
M,: ziahe, gelbe Masse (0,9 g); auf dem Wasserbad schmelzend [7] 

+ 20,69. JZ. = 45,7; n = 1,5117. Liebermann: wie iiblich intensi\ 
violettrot mit Fluoreszenz; ziemlich bestandig. 
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Entmischt im Prinzip wie .V,; Petrolatherschicht fast farblos, Methanol- 
schicht gelblich. Aus ersterer resultierte M,,, [x] + 11,6°, My, [Jp 
+ 14,8°. Beide Fraktionen gaben nach Liebermann Rotfarbung mit braun- 
griiner Fluoreszenz. 

M,: trotz ausgiebiger Behandlung mit Methanol und Aceton wenig 
Nichtfallbares (0,7 g); cholesterinartiges Aussehen. Drehung konnte nicht 
beobachtet werden, Farbreaktionen schwach. 

Das Ungeléste aus Fr. I bestand nicht wie bei Ol. I ausschlieBlich aus 
Wachsalkoholen, war aber sterinfrei. Es wurde in absolutem Alkohol auf- 
genommen, wobei eine belanglose Schmiere ungelést blieb. Die Lésung 
hat beim Erkalten reichlich Flocken (aus Aceton Kérnchen) abgeschieden. 
Gegen 70° fast vollkommen geschmolzen; nach Liebermann nur geringe 
Braunung. Eine Molekulargewichtsbestimmung nach Rast (Campher) 
ergab die Werte 471 und 446. Das goldgelbe Filtrat hinterlieB eine braune, 
harzige Masse. Nach Liebermann auch nach Entmischung mit Methanol- 
Petrolather nur Braunfarbung; Salkowski: nur Schwefelséure wird braun. 

Es sind noch die entsprechenden Fraktionen des Ol.-Versuchs nach- 
zutragen: 

Durch zweimaliges Behandeln mit Methanol in der Warme resultierten 
zwei Fraktionen, die der geringen Menge wegen vereinigt wurden zu 
M, + M,. Die schwach gefarbte, gelbliche Masse (0,7 g) wurde bald hart 
und spréde. Beim Erkalten einer methanolischen L6ésung schieden sich 
einige Flocken ab, wohl Reste von Wachsalkohol. Hiertfiir spricht auch 
das Verhalten beim Schmelzen: bei etwa 40° leichtes Sintern, bei 67° klar. 
[a]p + 40,2°; JZ. = 51,6; Molekulargewicht nach Rast: 372 und 355; 
Salkowski: Chloroformschicht , hellgelb, Schwefelséureschicht rot mit 
Fluoreszenz; Liebermann: schénes Violettrot mit brauner Fluoreszenz, 
recht bestandig. Ahnliche Probe leuchtend violettrot, mit fast goldbrauner 
Fluoreszenz; nach Stunden etwas miBfarben blaurot. 

Endlich ist von den beiden Endfraktionen zu sagen: K (2.6 g¢ Nicht- 
fallbares) gleicht auBerlich AK des Kontrollversuchs (1,2 g Nichtfallbares) 
vollkommen, ist ihm aber hinsichtlich der Menge tiberlegen. Zwei sterin- 
freie Proben geben keinerlei Farbreaktion. Schmelzpunkte: K bei 75° 
Sintern; F. 76,5°; Erstarren bei 75,5°. JZ. = 6,5. K’ bei 75° stark gesintert ; 
F. 75 bis 76°; Erstarren bei 74°. JZ. 8,4. 

Die Ubereinstimmung im Verhalten ist demnach beim Schmelzen 
ziemlich weitgehend, so daB auch in der Zusammensetzung kein Unterschied 
anzunehmen ist. Ohne Zweifel liegt hier Hippokoprosterin vor, das nach 
Pollard, Chibnall und Piper (11) mit Cerylalkohol identisch ist. 


6. Fraktionen II (sterinfreie Proben). 

a) I-Chol. [a]p = + 12,3°; JZ. (sterinhaltig) = 77,5; Salkowski: 
Schwefelsaureschicht braunrot; Liebermann: etwa bordeaux, wie bei der 
Grasfraktion (s. unten). 

b) LI-Ol. [x]p + 25,6°; JZ. (sterinfrei) 65,4; Farbreaktionen wie 
soeben. 


Auf die Fraktionen ILI einzugehen eriibrigt sich. 


Das Unverseifbare aus Wiesengrdsern. 
780g Heu, wie es vertiittert wurde (ausschlieBlich Wiesengraser), wurde 
mit siedendem Ather extrahiert. Nach zweimaliger Verseifung resultierten 
4g Unverseifbares mit 0,6g Sterin; tieforange, brécklige Masse. Die 
Hochvakuumdestillation ergab folgende Fraktionen: 
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A.: bis 220°/10mm (Badtemperatur), fast farbloses Ol; n = 1,4518. 
B.: bis 190°/0,05 mm gelbliches O01 + Kristalle; n = 1,4648 (Phytol: 1,4638). 
C.: bis 245°/0,06mm gelbliches Wachs. 


Dyan 


D.: bis 255°/0,04 mm gelbliches Wachs. 


Durch Fraktionieren aus Petrolather konnte aus B. bis D. der friihe1 
erwihnte K6rper isoliert werden. Viermaliges Umkristallisieren der Frak- 
tion C. fiihrte zum Schmelzpunkt 79,4°; Erstarren bei 78,3°. Auch die 
iibrigen Eigenschaften stimmen mit denen des erwahnten Kérpers (9H 40 
iiberein. Molekulargewicht dés- Kérpers aus C.: 299 und 301; ber.: 298. 
Nach seinem Auftreten in Fr. D. liegt der Siedepunkt des (y9-K6rpers unter 
0,04 mm bei oder etwas unterhalb 160°. 

D. enthielt auBerdem ein Phytosterin yom Schmelzpunkt 134°. 

Uber das Drehvermégen des Unverseifbaren aus Gras. Die vereinigten 
Riickstiinde aus den Mutterlaugen von C. und D. wurden mit kaltem 
Methanol extrahiert. Aus der methanolischen Lésung erhielten wir 0,34 g 
eines viskosen Ols von geringem Steringehalt. [«]) = + 16,8°. Mit gleichem 
Ergebnis wurde auch der Rdckstand obiger Destillation mit Methanol be- 
handelt: es resultierten 0,2 g Methanollésliches. Sterinfrei wies es die 
Drehung [a]p = + 29,3° auf. Salkowski: Schwefelsiure rotorange mit 
Fluoreszenz, Chloroform farblos. Liebermann: tiefrot mit braunlichgriiner 
Fluoreszenz. 


Schema der Fraktionierung. 
Unverseifbares 38,6 g (23,6) 


Steringehalt 12,7 (6,4) 
Acetyliert; aus Alk. 
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Kingeklammerte Werte beziehen sich auf den Kontrollversuch. 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurden Fiitterungsversuche an Kaninchen mit und ohne 
Cholesteringabe ausgefiihrt und das Unverseifbare der Fazes auf Abbau- 
produkte untersucht. 

2. Dabei lieB sich eine erhéhte Ausscheidung von niedrig schmel- 
zendem, mit Digitonin Nichtfallbarem feststellen, das positive Drehung 
und modifizierte Sterinfarbreaktionen ergab. 

3. Weitgehende Ubereinstimmung mit dem eben Genannten zeigte 
ein aus Wiesengrasern (Bestandteil der Fiitterung) erhaltener Korper. 
Immerhin kann die erhéhte Ausscheidung fiir eine teilweise Deckung 
des berechneten Abbaus in Frage kommen. 

4. Die gleiche Moglichkeit ]aBt ein Versuch an Carnivoren zu. 
Aber auch hier ist, wie beim Kaninchen, mindestens ein wesentlicher 
Teil des Abbauproduktes nicht im Unverseifbaren vorgefunden worden. 

5. Endlich wurde ein bei Kaninchenversuchen auftretender Wachs- 
alkohol nach Herkunft und wichtigsten Eigenschaften festgelegt. 
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Uber die Stickstoff-Assimilation durch 
Aspergillus niger unter verschiedenen Ernihrungsbedingungen. 


Von 
Heinrich Hiirdtl. 


(Aus dem anatomisch-physiologischen und dem zoologischen Institut der 
Deutschen Technischen Hochschule Prag, Abteilung fiir Landwirtschaft in 
Tetschen-Liebwerd. ) 


(Eingegangen am 9. November 1933.) 


MaBgebend fiir die jeweils bestimmt gerichteten Stoffwechsel- 
vorgange sind die Salze, in welcher Form auch die N-Quelle meist 
geboten wird [{ Bernhauer (1), S. 16, 86 und 93], denn diese sind Mit- 
regler der biochemischen Umsetzungen. Die gebotenen N-Mengen 
sind nicht nur fiir den inneren Aufbau des Mycels bestimmend, sondern 
auch der in der Nahrlésung verbleibende Rest erscheint wesentlich 
fiir die Bildung einer bestimmten H-Konzentration, sowie der osmo- 
tischen und oberflichenaktiven Eigenschaften. 

Der Luft-N scheint fiir Pilze nicht brauchbar zu sein. Die Ergebnisse 
von Schober (6) wurden von Kadelbach (7), Schréder (3) und Roberg (8) 
iiberpriift. Alle kamen zu dem Ergebnis, daB Aspergillus, ebensowenig 
wie Penicillium [v. Doby (2), S. 72], Luft-N zu assimilieren vermag. 
DaB natiirlich die Zusammensetzung der Luft ohne Bedeutung ware, ist 
damit nicht gesagt, nur liegt der LufteinfluB nicht im Bereich der Assimila- 
tion, sondern die Wirkung erstreckt sich auf die Atmungsintensitat, die nach 
Tamiya (9) und Tamiya und Hida (10) fiir Aspergillus orycae aut Pfeffer- 
scher Nahrlésung in einer Mischung von 15°, N, + 85°, O, optimal ist. 

Bei fehlender N- Quelle ist die Zugabe von Wo, Mo, Cu, Zn und Fe als 
Katalysatoren der N-Assimilation bedeutungslos [Schréder (3)]im Gegensatz 
zu gewissen Bakterien [Bortels (4)]. Bei Zusatz gebundenen N aber war 
die prozentuale N-Aufnahme durch SiO,-Praparate maximal um 0,8° 
geférdert [Mengdehl (13)]. Das gleiche trat ein bei Zn-Zusatz, wobei jedoch 
mit fortschreitender Entwicklung diese tiefer als sonst herabsinkt [Hdrdtl (5) }. 

Die Angaben iiber das Ausma8 der N-Assimilation schwanken. Die 
héchsten Mengen findet Czapek (11) mit 10 bis 11°, N in den Mycelien. Bei 
Brenner (12) schwanken die Werte zwischen 5 und 3°, bei Zufuhr ver- 
schiedenster N-Quellen. In N-freier Nahrlésung erreicht nach Schober (6)! 
das Mycel 1,2°, N, wobei Temperatur und CaCO,-Zugabe bedeutungslos 
war. Bei N-Zufiihrung wird nach Schober (6) der Héchstwert von 4,34 °,, 


! Die Arbeit von Schober (6) wird trotz der aufgefundenen Wider- 
spriiche herangezogen, da ich die Analysen wenigstens im Vergleich unter 
einander fiir verwertbar halte. Prinzipiell zeigt sich aus dem Verlauf der 
N-Assimilation bei N-Gaben eine groBe Ahnlichkeit zu den Nachpriifungen 
von Kadelbach (7). 
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bei einer Gabe von 8 mg N erreicht. Uberall sinkt wahrend der Entwicklung 
der Prozentgehalt auf rund 1. 

Den gr6éBten EinfluB auf den prozentualen N-Gehalt zeigte Temperatur 
und Saurezusatz. Kadelbach (7) fand bei 20°C 5°, und bei 30°C 3°, N im 
Mycel; im Endwert aber sind sie sehr angeglichen. Das andere Verhalten 
des Temperatureinflusses bei Schober (6) diirfte mit den unterschiedlichen 
Ernahrungsbedingungen zusammenhangen. Saurezusitze ergeben nach 
Kadelbach (7) vornehmlich bei mittleren N-Gaben Steigerungen von 2,74 
auf 6,03 °,. 

Eine getrennte Untersuchung von Mycel und Sporen gleicher Ziichtung 
wurde mir nicht bekannt. Bei Sporen von Aspergillus orycae bestimmte 
Sumi (14) den Gesamt-N mit 8,69°,,, bezogen auf lufttrockenes Material. 

Von Bedeutung ist eine Kenntnis der N-Assimilation auch im Hinblick 
auf die Saéurebildung, wobei nicht nur der N-Gehalt als solcher, sondern 
auch die lIonen der N-Verbindungen mitbestimmend sind {Schober (6), 
Bernhauer (1), Chrzqszcz und Tiukow (15), Rippel (16)]. Betont sei der 
EinfluB der Salzionen auf die Enzymwirkungen. Saccharasebildung und 
-ausscheidung ist nach v. Doby (2) abhangig von den N-Gaben, hohe Enzym- 
konzentration ist ein Merkmal des N-Mangels. 


Es fehlte somit an einer Darstellung der N-Aufnahme unter ver- 
schiedenen Ernahrungsbedingungen. Diese Untersuchung bildet nur 
einen Teil fiir die als Ziel gesetzte Losung der Fragen betreffs der Stoff- 
aufnahme, insbesondere der sich hierbei abspielenden Diffusionsvorginge, 
sowie der Ursache verschiedener Diffusionsgeschwindigkeiten bei den 
Komponenten, denn hierin diirfte die Ursache verschieden gerichteter 


Stoffwechselvorginge, wie z. B. ruhiger oder bewegter Nahrlésung, 
liegen. 
Experimenteller Teil. 
Zur Methodik. 


Stickstoff wurde nach der gebrauchlichen Ajeldahlschen Makromethode 
bestimmt. Qualitativ tiberpriifte ich iiberall die Nahrlésung auf die An- 
wesenheit von Stickstoff mit Nesslers Reagens. AuBerdem wurde iiberal] 
die Nahrlésung quantitativ auf ihren N-Gehalt untersucht, damit hieraus 
sich nicht nur eine Sicherheit der N-Werte im Mycel ergab, sondern man 
auch die N-Bilanz im Hinblick auf eine etwaige Assimilation des Luftstick- 
stoffs besaB. Da sich jedoch in allen diesen Versuchen niemals eine derartige 
Annahme ergab, wurden diese Ergebnisse in die Tabellen nicht aufgenommen!. 

Saurewerte ‘Wwurden mittels n 10 Lauge und Phenolphthalein als 
Indikator ermittelt und ohne Abzug des Eigenwertes der Losung angegeben. 
Im iibrigen verweise ich auf die Ausfiihrungen bei Bernhauer (1). 

Diese Methode der N-Bestimmung wurde beibehalten, da mir bisher 
unter den noch anzutiihrenden Versuchsbedingungen nicht die Entstehung 
derartiger Produkte bekannt wurde [Serio und Fiandaca (17)], welche die 
N-Bestimmung ungiinstig hatten beeinflussen kénnen. 

Eine Teilung von sterilem Mycel und Sporen wurde nicht vorgenommen, 
da man noch einer brauchbaren Trennungsmethode bedarf.  Selbst bei 


1 Hingewiesen sei auf die Ansicht von Schober (6), daB geringe N-Zusatze 
eine Luft-N-Assimilation hemmen. 
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reichlich sporentragendem Mycel gelang es zwar Sporen zu erhalten, aber 
nicht sauberes Mycel. 

Fiir die Ziichtungen wurde der Stamm C eines Aspergillus nige: 
van Tiegh. verwendet, welcher auf Brottorf und Bierwiirzeagar abwechseln« 
seit langerer Zeit geziichtet worden war. Fiir die Stoffwechselversuche 
wurde immer von Agarziichtungen abgeimpft und die Kulturen in 200 cern, 
Erlenmeyer-Kolben bei 30°C im Brutschrank herangeziichtet. Gearbeitet 
wurde stets in erster Kulturfliissigkeit von saurer Reaktion. 


Versuche. 

1. Zunaichst wurde die Frage zu beantworten gesucht, in welcher 
Weise die Zu- und Abnahme des N-Gehaltes im Mycel verlauft und ob 
eine Abhangigkeit von der Zugabe eines Reizstoffes besteht. 

Versuchsbedingungen (Tabelle 1). Benutzt wurde folgende Nahrlésung: 
50 cem ungehopfte Bierwiirze mit 52,45mg N und einem Titrationswert 
von 13,0 cem n/10 Lauge. Dieser Nahrl6sung wurden 0,1°, ZnSO, bzw. 
in der anderen Versuchsreihe steigende Gaben dieses Reizstoffes zugesetzt. 


Tabelle I. 





Nahrlésung: Bierwiirze, ungehopft + 0,19/) ZnSO, 


Versuchsdauer, Tage. . 2 3 4 8 16 30 51 
Myeelgewicht, mg. . . — _ 506 772 1279 1351 1453 1361 
Aziditat, cem n/10 Lauge | 5,60) 53,71 80,51 88,86 75,22, 55,13 35,00 
Nim Myeel,mg. . . 11,57, 21,49 2846) 4257) 4389 45,12 40,30 
Mycel-N in °/, des Mycel- 

gewichts ... . ; 4,24 3,68 3,32 3,24 3,10 2,96 
Citronensaiure. ... . 6 ad 4 Gd “bt. ++ 





Nihrlisung: + 0,029) ZnSO, + 0,199 ZnSO, + 0,2°/) ZnSO, 


Versuchsdauer, Tage. . 4 12 | 4 12 4 12 
Mycelgewicht,mg . . . 675 1058 ~— |: 638 1130 572 1068 
Aziditat, eem n/10 Lauge 91,60 79,07 |, 106,20 91,61 78,59 104,14 
N im Myeel, mg. . 26,11 39,41 || 19,84 39,38, 18,86 38,05 
Mycel-N in ° sei Mycel- 

gewichts . . 3,86 3,72 3,10 3,48 3,29 3,56 


Ergebnis. Die absoluten N-Mengen gehen parallel den Mycel- 
gewichten. Sobald autolytische Prozesse eintreten, sinken die Werte. 
Die Gesamtaziditat fallt schon friiher ab, doch kénnen sich die quan- 
titativen Verhaltnisse der vorhandenen Sauren durch Einbeziehung in 
den Gesamtstoffwechsel geindert haben. Der prozentuale N-Gehalt 
sinkt besonders zu Anfang trotz maximaler Wachstumsintensitiat des 
Mycels; die Abnahme verliuft aber bald sehr ausgleichend zu einem 
konstanten Endwert. Damit wird auch gesagt, daB das Verhaltnis 
Trockensubstanz : Gesamt-N wahrend der Entwicklung keinen kon- 
stanten Wert besitzen kann, wie Czapek (11) angibt. 
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Verschiedene Zn-Gaben wirkten in der Weise, daB héhere Mengen 
als 0,2°% das Wachstum hemmten und Mengen von 0,5°%, sogar das 
Ankeimen verhinderten. Die N-Assimilation ist besonders bei geringen 
Zn-Gaben erhéht, in alteren aber gleichen sich die Werte an. Dies 
kommt auch in den prozentualen Werten zum Ausdruck. Ein besonderer 
EinfluB auf die N- Assimilation kam nicht zur Geltung. Deutlicher waren 
die Unterschiede bei Verwendung synthetischer Nahrlésungen [ Hdrdtl (5)]. 


2. Welche der gebrauchlichsten anorganischen und organischen 
N-Verbindungen sich betreffs der Ausnutzung des gebotenen N am 
gunstigsten erweisen, sollte an wenigen Versuchen dargelegt werden. 
3esonderes Augenmerk richtete ich auf den Harnstoff, welcher all- 
gemein als Vorstufe zu héheren Verbindungen angesehen wird. 

Versuchsbedingungen. Fiir alle folgenden Versuche wurde eine synthe- 
tische Nahrlésung folgender Zusammensetzung verwendet : 

ee os yee Se SS eR 

MeO, 3. sk 8. os ome @ CORRS 

Mie Maing a ers eee a RE 

Rohraucker ........ + 100 % 

OE REUE a. kb al 4), eatin RO oe 
Hiervon wurden jeweils 50 ccm in 200 ccm fassende Erlenmeyer-Kolben 
gegeben, sterilisiert und beimpft. Verschiedene N-Quellen (siehe Tabelle 1) 
wurden in gleicher Konzentration zugesetzt. Analytisch wurde jeweils 
pro Versuch folgender N-Gehalt der Nahrlésung in Milligramm ermittelt: 
Pepton 7,89, Harnstoff 23,3, Ammonsulfat 8,44, Ammoncarbonat 9,66, 
Ammonchlorid 12,9, Ammonphosphat 10,6, Ammonnitrat 17,4. 

Vegetationsbeobachtungen. Am dritten Tage ist tiberall die Myceldecke 
geschlossen. Eine starke Faltung der Decke wird bei NH,Cl erkennbar. 
Die Sporenbildung ist intensiv bei Pepton, sonst sind die Decken weif!. 
Am sechsten Tage sind tiberall viel Sporen und nur bei Harnstoff- und 
Ammonchloridkulturen eine starke Faltelung der Myceldecke. 

Ergebnis. Je nach der N-Quelle ergibt sich ein verschieden hoher 
Ernteertrag: zu Beginn des Wachstums werden die héchsten Ertrage 
bei Zusatz von Ammonchlorid erzielt und die niedrigsten bei Pepton; 
zu Versuchsende aber sind die héchsten bei Harnstoff und die niedrigsten 
bei Ammonsulfat. Die Aufnahme des N erfolgte sehr unterschiedlich 
und mit Ausnahme von Ammonsulfat durchgehends steigend. Der 
Anstieg der N- Assimilation war vornehmlich bei einigen N-Verbindungen 
ausgeprigt, bei den anderen blieb der Wert gleich, so daf8 zwischen den 
angewendeten N-Verbindungen wesentliche Unterschiede bestehen. Der 
prozentuelle Wert des N in seiner Unterschiedlichkeit bei den einzelnen 
Versuchsgruppen weist darauf hin, daB die Ernahrung in bestimmter 
Weise durch die Art der N- oder der NH,-Bindung in der N- Quelle 


1 Ich bezeichne die Decken als weil, wenn auch bei einigen Kulturen 
gelbliche, unreife Sporen vorhanden sind. 
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beeinfluBt wird. Uberall nimmt der prozentuale N-Gehalt ab, wenn 
uch in verschiedenem Grade. 

Pepton verhielt sich hinsichtlich seiner Bedeutung fiir den Mycel- 
zuwachs als wenig wertvoll. Trotzdem hier der N als EiweiB-N vorliegt, 
wurde die prozentuale Assimilation gegeniiber den anderen N-Stoffen 
keineswegs beschleunigt. Der prozentuale Wert sinkt nur wenig im 
Laufe der Entwicklung, erlangt aber zum Schlu8 den, wenn auch nur 
um ein geringes, so doch héchsten Wert. 

Wie bekannt [ Bernhauer (1)], ist natiirlich nicht bei allen N-Ver- 
bindungen die Bildung von Citronenséure méglich. Der N-Gehalt als 
solcher ist keineswegs maBgebend, denn man sieht bei mengenmabig 
sehr ahnlichen N-Gaben ganz ungleiches Auftreten von Citronensadure 
und verschiedene Aziditatswerte. Die Ursache liegt in der Spaltung der 
Stoffe, als solche sie nicht nur die Nahrlésung beeinflussen, sondern 
auch im Mycel vielseitige Veranderungen bedingen [ Rippel (16), Saka- 
mura (19) u. a. m.]. 

Von Bedeutung erscheint noch die Verarbeitung des Zuckers in 
Kulturen mit héheren N-Mengen. Bei Kulturen mit hohen N-Gaben 
wurde sichtlich der Zucker fiir den Betriebsstoffwechsel verbraucht, 
nicht aber fiir den Aufbau der Mycelmasse, denn die Erntegewichte 
sind bei den hohen N-Konzentrationen eher niedriger als bei den Kulturen 
mit mittleren Gaben. Zucker und Stickstoff wurden niemals voll auf- 
gezehrt. 

Beachtet man im Hinblick auf die Diffusionsvorginge die mengen- 
maBige Aufnahme von N, so zeigt sich, daB am dritten Tage bei der 
geringsten N-Konzentration die gréBte N-Menge aufgenommen wurde, 
nicht aber prozentuell bezogen auf das Erntegewicht. Dieser Vorgang 
verdient Beachtung, als bei geringerer Ionenverteilung in der Nahr- 
losung doch die Diffusionsgeschwindigkeit rasch genug ist, solche Mengen 
heranzuschaffen. Um Anhaltspunkte zu gewinnen, in welchem Grade 
dieser Vorgang von anderen Nahrstoffen abhangig ist, miBten weitere 
Versuche mit anderer Methodik entscheiden. 


3. Als weitere Frage schien von Interesse, ob die Quantitat des 
zugesetzten N den prozentualen Anteil des N am Gesamtaufbau beein- 
fluBt und in welchem Grade dies wahrend der Entwicklung vor sich geht. 


Versuchsbedingungen. Als Mg-. K- und P-, sowie Zn-Quelle kamen 
die bisherigen Stoffe in Betracht (s. Versuch 2). Als C- Quelle diente Glykose 
(5°,) und als N-Gabe Harnstoff in wechselnder Menge. 

Vegetationsbeobachtungen. Am dritten Tage hatte sich tiberall, auBer 
bei den geringsten N-Gaben, eine geschlossene Myceldecke gebildet. Am 
vierten Tage waren nur bei 0,04 und 0,004°, Harnstoffkulturen Sporen 
vorhanden und bei den geringsten N-Gaben das sparliche Mycel submers. 
Mit der Versuchsdauer stieg die Sporenbildung allgemein an und war am 
zehnten Tage tiberall sehr reichlich, auBer bei den submersen Kulturen. 
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Ergebnisse. (Tabelle 111). Betreffs des Mycelzuwachses stand 21: 
erwarten, daB bis zu gewisser Héhe der N-Gabe eine Zunahme eintritt 
Das Maximum war bei 0,2°,, Harnstoff gegeben. Dieses war aber nu: 
bei langerer Versuchsdauer der Fall. Sucht man gleich in den ersten 
Tagen ein starkes Mycel zu gewinnen, so wird man dies bei noch 
niedrigerer N-Konzentration erreichen, wie die Ergebnisse mit 0,04°,, 
Harnstoff zeigen. Der N schwand niemals ganz aus der Nahrlésung. 
wie die positive Nesslersche Reaktion anzeigte, selbst nicht bei der 
nicht niher beschriebenen niedrigsten N-Konzentration (0,001 °,, Harn- 
stoff). Beiausgesprochenen N-Mangelkulturen bildete sich keine Citronen- 
saure. Diese trat tiber eine lingere Versuchsperiode erst deutlich bei 
0,04°%, Harnstoff auf. Bei den anderen Gruppen héherer N-Gaben 
wird zwar eine betrachtliche Menge Citronensaéure festgestellt, aber 


diese verschwindet bald, wie auch die Gesamtaziditat zuriickgeht. Je 
héher die N-Gabe, um so gréBer sind die anfanglichen prozentualen 
N-Gehalte. Die aufgenommenen N-Mengen stehen aber in keinem 
Verhaltnis zur Héhe der gebotenen N-Zusatze, auch in den Prozent- 
werten ergibt sich kein derartiger Anstieg. SchlieBlich ist bei Versuchs- 


beendigung in den Prozentwerten fast kein Unterschied und bei héheren 
N-Gaben, bei denen nur ein kleiner Teil des gebotenen N assimiliert 
wurde, sind die mengenmaBig aufgenommenen N-Zusatze einander sehr 
aibnlich. Daraus kann man folgern, daB unter diesen Bedingungen 
mehrfach erhéhte N-Gaben zwar nicht schadlich, jedoch fiir sich nutzlos 
sind. Fir die Saureproduktion sind sie insofern von Belang, als bei 
hohen N-Mengen ein friiherer Zucker- und Citronenséureverbrauch ein- 
tritt. Trotz unterschiedlicher Ernihrung wird einem allgemein sehr 
aihnlichen prozentualen Endwert zugestrebt. Der vollstaéndige Zucker- 
verbrauch wird erst bei gewisser N-Gabe méglich (0,4°%), und zwar bei 
beginnender Autolyse, wie die Erntemengen und N- Werte erkennen lassen. 
Man kann wohl annehmen, da8 C-Mangel das Wachstumsende herbei- 
fiihrte. Diese Phase kann man als den Héhepunkt der Entwicklung an- 
sprechen, von dem ab keine Neubildung erfolgt. Diese Festlegung scheint 
mir bedeutsam fiirVersuche mit ,,fertigen Pilzdecken“ [vgl. Bernhauer (1)|. 

4. Die Hauptbaustoffe der Mycelien sind naturgemaB die C- Quellen. 
Vorangehend wurde festgestellt, daB bei héherer N-Gabe die C- Quelle voll 
aufgebraucht wurde. Deshalb war von Interesse, welche Veranderungen 
in der N-Assimilation bei verschieden hoher C-Gabe vor sich gehen werden. 

Versuchsbedingungen. Mit den bisherigen Salzmengen, 0,1°, Harnstof! 
(= 23.3 mg N) und verschiedenen Mengen Rohrzucker wurde die Nahrlésung 
angesetzt und die Mycelien unter bisherigen Bedingungen herangeziichtet 
Beide Versuchsreihen wurden zu verschiedenen Zeiten durchgefiihrt. Be 
den Untersuchungen der ersten Entwicklungsstadien wurden jeweils wegen 
der zur Zeit noch schwachen Mycelentwicklung drei Versuche vereinigt 
und aus diesen der Mittelwert errechnet. 
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Vegetationsbeobachtungen. Die Deckenbildung geht rasch vor sich, und 
mit wachsender C-Gabe erkennt man eine starkere Mycelentwicklung infolge 
der Faltelung. Die Sporenentwicklung liuft diesem Vorgang ent gegengesetzt . 

Bei den geringen C-Gaben beobachtet man schon nach sehr kurzer 
Versuchszeit eine Braunfarbung der Kulturfliissigkeit. Diese Veranderungen 
sind bemerkenswert, da sonst derartige Veranderungen nur bei alteren, in 
Autolyse befindlichen Kulturen vor sich gehen. 

Ergebnisse. (Tabelle IV.) Die Mycelgewichte lassen erkennen, daB 
nur bei sehr geringen C-Gaben innerhalb einiger Tage eine Autolyse 
eingetreten war. Bei mittlerer C-Gabe (5°) besteht dauernd ein relativ 
starker Wachstumszuwachs, sonst wird das Maximum verhaltnismaBig 
rasch erreicht. Die N-Assimilation geht mit Ausnahme der Versuche 
von geringster N-Gabe (1°) dauernd vor sich. Bei diesem Ausnahmefall 
liegt aber, nach den Erntegewichten zu schlieBen, Autolyse vor. 

Beachtenswert ist die 4uBerst intensive Aufnahme des N zu Beginn 
der Entwicklung. Je héher die C-Mengen, um so rascher streben die 
prozentualen Werte einem niedrigen Wert zu. Der N_ verschwindet 
auch hier niemals aus der Nahrlésung. 

Die Citronenséurebildung tritt niemals in den ersten Tagen ein, 
sondern spater und nur von einer gewissen Zuckerkonzentration ab. 
Von Interesse ist hier das Ergebnis von Porges (19), nach welchem 
geringe Zuckergaben nur geringe Saureausbeute erméglichen, da die 
erzeugten Sauren wieder als Energiequellen dienen [vg]. Abbauschema 
des Zuckers, Bernhauer (1)|. Die Mycelien vermégen den gebotenen 
Zucker nur bei geringer Konzentration vollkommen aufzubrauchen. 

5. Der N wurde um so besser ausgenutzt, je kraftiger das Mycel 
wuchs, denn dieser bleibt stets in einem bestimmten Verhaltnis zum 
Ernteertrag. Zur Erweiterung dieser Befunde untersuchte ich ver- 
gleichend Rohrzucker und Glykose bei Anwendung verschiedener Gaben 
und gleicher N- Quelle (0,1°, Harnstoff). 


Tabelle V. 





Rohrzucker 
C-Quelle in %/» SEEREREEEE DEERE —y 
5 


Versuchsdauer, Tage. ..... | Il 23 11 23 11 23 
Mycelgewicht, mg... .... 26,0 1185 3185 567.5 43886 944.0 
Aziditat, cem n/10 Lauge .. . 5.5 3,2 53,5 46,8 925 42,4 
Mycel-N in % des Mycelgewichts 11,73 2,95 3388 2,73 3,01 1,89 
Citronensaure. . ....... (+) 0 t+ ttt) ++ 444+ 





Glykose 
C-Quelle in °/ ——— - = nine 


Versuchsdaner, Tage... .. 11 | 23 11 23 11 23 

Mycelgewicht, mg. .. .. . .  135,2 | 113.0 357,5 | 532.7 482.0 698.5 

Aziditat, cem n/10 Lauge . . . 5,5 6.80 74,5 994 120.7 127.3 

Mycel-N in % des Mycelgewichts 5,03 4,70 347 398 287 2.49 

Citronensiure. ........ 0 0 ? 0 ? 0 
Biochemische Zeitschrift Band 268. 
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Ergebnis. (Tabelle V.) Man erkennt nicht nur eine Bestatigung 
vorangehender Ergebnisse, sondern man sieht auch, daB bei beiden 
C-Quellen Unterschiede bestehen. Die prozentuale N-Aufnahme bewegt 
sich bei den Versuchen mit Rohrzucker in bedeutend gr6éBeren Spann 
weiten als bei denen mit Glykose; bei ersteren werden wesentlich héhere 
als auch niedere Werte erlangt. Je gréBer die Zuckerkonzentration 
wurde, um so niedriger wurden die prozentualen N-Werte. Citronen 
siure wurde nur bei Rohrzuckerkulturen gebildet. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Die N-Assimilation setzt gleich zu Beginn der Mycelentwicklung 
ein und erreicht gleich in den ersten Tagen prozentuell zum Mycel- 
zuwachs das Maximum. Diese Erscheinung kénnte mit der zu Ent 
wicklungsbeginn notwendigen Plasmabildung in ursachlichen Zu- 
sammenhang gebracht werden. Bei dieser Gelegenheit weise ich auf 
die Ergebnisse beziiglich der Mg-Aufnahmen hin, deren prozentuel! 
hohe Aufnahme ins Mycel auch in sehr friihen Entwicklungsstadien 
erfolgte [Rippel und Behr (20)]|. Das absolute Maximum des N-Gehaltes 
wird natiirlich viel spater erreicht. 

Mit der Zeit stellen sich niedrige prozentuale N-Werte ein. Dieser 
allgemein auftretende Abfall steht in Ubereinstimmung mit den_be- 
kannten Vorgingen des Zellwachstums. Eine Anderung der prozentualen 
N-Werte tritt ein, wenn die C- und N-Gaben in ihren Mengen verandert 
werden: Je reichlicher N und © zur Verfiigung stehen, um so niedriger 
wird dieser Prozentwert. 

Die beschrankte C-Gabe bewirkte zunachst eine ungemein rasche 
und intensive N-Assimilation, aber diese Aufnahme wird rasch sistiert. 
Unterschiedlich bleiben diese Versuche darin, als bei geringen C-Gaben 
diese prozentualen N-Werte niemals jene niedrige Stufe erlangen wie 
bei hohen Zuckerkonzentrationen. 

Die Ausnutzung der effektiven N-Gabe ist maximal bei allgemein 
geringen N-Gaben, wie die Untersuchung einiger N-Substanzen zeigte : 
bei Harnstoff in verschiedener Konzentration war die aufgenommene 
N-Menge bei héherer Konzentration innerhalb dieser Stufen nicht sehr 
unterschiedlich. Bei wechselnder Zuckergabe werden bereits bei maBiger 
Konzentration (5°) maximale N-Mengen aufgenommen. 

Aus alledem 148t sich ableiten, daB fiir den Aufbau des Mycels 
sehr groBe N-Mengen nétig sind. Diese Notwendigkeit verschwindet 
und es hraucht fiir den Betriebsstoffwechsel (ohne nahere Beriick- 
sichtigung eines bestimmten Saurestoffwechsels) nur ein gewisses Mini 
mum an N vorhanden sein. Bei autolytischen Vorgingen diirfte abe: 
dieses Minimum infolge der NH,-Entstehung weiterhin unterschritten 
werden. 
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Die in den Tabellen niemals naher angefiihrten Werte der 
N-Bestimmung in den Nahrlésungen jedes einzelnen Versuchs lieBen 
erkennen, daB bei Durchrechnung der N-Bilanzen niemals andere 
N- Quellen als die jeweils gebotenen in Betracht kamen. Eine N-Aus- 
scheidung wahrend der Gairung kam auBer bei sehr geringen Zucker- 
konzentrationen (Tabelle IV) nur bei hohen N-Gaben (Tabelle ITI) vor. 

Der N schwand niemals vollkommen aus den Nahrlésungen. In 
welcher Form der in der Nahrlésung vorhandene N vorliegt, ob er 
vielleicht vom Pilz wiederum ausgeschieden ist, wurde nicht untersucht. 

Bei héheren N-Konzentrationen ergab sich eine gute Ausnutzung 
des Zuckers. Da dieser, nach den Mycelgewichten zu schlieBen, nicht 
sonderlich zum Aufbau verwendet wurde, kann man annehmen, daB 
unter diesen Bedingungen ein intensiverer Atmungsvorgang vor sich 
geht. 

Die Bildung der Citronenséiure ist von der Héhe des gebotenen N 
abhangig: Das Vorhandensein dieser Saéure erstreckt sich bei niedriger 
N-Gabe iiber die ganze Versuchszeit, bei hGheren Gaben aber tritt nur 
einige Zeit nach Entwicklungsbeginn auf kiirzere Zeit Citronensiure 
auf. Der prozentuale N-Wert allein kann wohl nicht als Merkmal der 
Citronenséurebildung angesprochen werden. Es diirfte auBerdem die 
Menge des in der Nahrlésung noch frei verfiigbaren N mitbestimmend 
sein. 
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Die Wirkung voriibergehender Gallenstauung auf den 
Bilirubingehalt des Kaninchenserums und der Einflub 
desselben auf die Erythrocytenzahl. 


Von 
A. Vischer. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 13. November 1933.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus Untersuchungen von Verzér und Zih' ist bekannt, daB Bili- 
rubin und alle Substanzen, aus welchen im Kérper Bilirubin gebildet 
werden kann, eine regulatorische Wirkung auf die Erythrocytenzahl 
haben. Kleine Mengen Bilirubin, Ratten oder Kaninchen per os oder 
parenteral verabreicht, haben eine Zunahme, gréBere Mengen eine Ab- 
nahme der Erythrocytenzahl zur Folge. Verfiitterung von Galle zeigt 
das gleiche Resultat. Zih? hat nachgewiesen, daB nach kurzdauernder 
Gallenstauung beim Kaninchen eine Erythrocytenvermehrung, nach 
langer dauernder Stauung eine Abnahme der roten Blutkérperchen 
stattfindet. Er hat bei diesen Versuchen den Bilirubingehalt des Serums 
mit der Hijman’s van den Berghschen Methode bestimmt und erst bei 
linger dauernder Gallenstauung meBbare Werte gefunden. 

Es schien uns von Wichtigkeit zu sein, den Serumbilirubingehalt 
quantitativ zu erfassen, der bei Gallenstauung auftritt. Es lag uns 
daran zu erfahren, wie groB die Mengen sind, die bei der nach kurz- 
dauernder Gallenstauung festgestellten Erythropoese auftreten, andern- 
teils einen Grenzwert zu finden, von dem ab das Gegenteil, eine Ery- 
thropenie, eintritt. Auf Anregung von Prof. Verzdr untersuchte ich 
deshalb, wie der Bilirubingehalt mit der Dauer der Stauung ansteigt 
und wie hoch, 24 Stunden nach jeweiligem Auflésen der Gallengangs- 
ligatur, der Bilirubingehalt sei, ob er noch erhéht oder ob er schon, 
wie wir erwarteten, wieder auf die Norm abgesunken sei. 


Methodik. 


Zu unseren Versuchen wurden Kaninchen verwendet. Wahrend langere1 
Zeit wurden die Tiere unter gleichbleibendem Futter und unter analogen 
Verhaltnissen in den Institutsstallungen gehalten, bevor sie in den Versuch 
eingestellt wurden. Es zeigt sich immer wieder, da8 man zur Erythrocyten 
zahlung nur solehe Kaninchen verwenden soll, da bei frisch gekauften 
Tieren eine konstante Zahl der Erythrocyten erst nach 2 bis 3 Wochen 
erhalten wird. Es hangt dies zusammen einmal mit dem Futterwechsel. 


. BF. Verza@r u. A. Zih, Klin. Wochenschr. 1928, Nr. 22, S. 1031. — 
2 4.Zih, Piliigers Arch. 231, 502, 1933. 
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Griinfutter ergibt ja bekanntlich eine Steigerung der Erythrocytenzail!, 
andererseits mit der im neuen Milieu vermehrten oder verminderten Aktivitat 
der Tiere (Zih®, Abderhalden®). 

Zur Blutkérperchenzihlung wurde das Blut aus der Ohrvene ent- 
nommen und mit der Kélbchenmethode von Biirker gezahlt. Die Gallen- 
stauung erreichten wir durch Unterbindung des Ductus choledochus. Operiert 
wurde in Athernarkose unter sterilen Kautelen. Nach Verlauf der ge- 
wiinschten Zeit wurde in erneuter Narkose die Unterbindung sorgfaltig 
entfernt. Der Blutverlust ist bei sorgfiltigem Operieren auBerst gering. 
Die Operation wurde ausnahmslos sehr gut vertragen. 

Das Bilirubin im Blutserum wurde spektrophotometrisch bestimmt ; 
zugrunde gelegt wurden die Gesamtfarbstoffwerte, die nach J. Peter’ eine 
gleichsinnige Anderung mit dem Bilirubingehalt des Serums zeigen. Die 
Methode wurde auf Grund der Arbeiten von Sheard und Mann von 
J. Peter* in unserem Institut ausgearbeitet. Das dazu notwendige Blut 
wurde durch Herzpunktion erhalten. 


Versuche. 
Die Wirkung von Gallenstawung auf den Bilirubingehalt des Blutserwins. 


Der Bilirubingehalt des normalen Kaninchenserums ist auBerst gering. 
Er liegt in allen Fallen unter 0,1 mg-°,, im Mittel um 0,055 mg-°.,, wie 
Versuche von Luddny und Verzdr® 
und jetzt wieder von mir iiber- 40 
einstimmend ergaben. mg% t 
Wir unterbanden bei einer 99 
Serie von zehn Kaninchen den 
Ductus choledochus je 2, 3, 4, 10 98 
oder 24 Stunden lang. Blut wurde 
jeweils unmittelbar nach Auflésen 
der Ligatur entnommen und das 
Bilirubin sofort bestimmt. 
Abb. | zeigt, wie der Bilirubin- 
gehalt mit der Dauer der Gallen- 
stauung steigt. Schon nach zwei- 
stiindiger Unterbindung hat er sich 
fast verdreifacht und steigt dann 
ziemlich regelmaBig an, was wohl 
einer relativ gleichmaéBigen Ab- 
gabe der gestauten Galle an das 
Blut entspricht. Aus der Kurve 
geht hervor, daB die Schwankungen 
zwischen den einzelnen Werten 
gering sind. Schon nach vierstiin- . Pe 
diger Stauung lassen sich deutliche 
Zeichen von Ikterus an den Skleren iia te oe 
und den serésen Hiiuten feststellen. und 24stiindig. Gallengangsunterbindung. 




















Abb. 1 


1 A. Zih, Pfliigers Arch. 281, 510, 1933. — ? Derselbe, ebenda 225, 
728, 1930. — * E. Abderhalden u. Mitarbeiter, ebenda 216, 308, 1927. 
4 J. Peter. Schweiz. med. Wochenschr. 62, 264, 1932; diese Zeitschr. 262. 
432. 1933. — ° G. Luddny u. F. Verzar, diese Zeitschr. 257, 130. 1933. 
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Tabelle T. 


Serumbilirubinwerte unmittelbar nach Auflésen der Ligatur 
und 24 Stunden nachher. 





Bilirubin Bilirubin 
in mg-°/9 in mg-°/9 
unmittelbar 24 Stunden 
nach der nach der 
Nr. Unterbindung Auflisung 


Versuch Dauer der 
Unterbindung 


30 
31 
32 
34 
35 
36 
37 


0,187 0,080 
0,139 0,052 
0,140 0,075 
0,195 0.075 
0,270 0.070 
0,290 0,060 
0,390 0,070 


SO > m COD DO DO 


Bei sieben Tieren haben wir dann 24 Stunden nach der jeweiligen 
Auflésung der Gallengangsligatur nochmals das Serumbilirubin bestimmt. 

Tabelle I zeigt, daB bei allen untersuchten Tieren der Bilirubingehalt 
nach 24 Stunden wieder auf die Norm abgesunken ist. Das aus dem Orga- 
nismus in die Blutbahn gelangte Bilirubin verschwindet also nach Aut- 
héren des Zuflusses rasch wieder aus derselben. Dies deckt sich mit Ver- 
suchen von Scholderer’, der festgestellt hat, daB von auBen in die Blutbahn 
gebrachtes Bilirubin sehr rasch wieder daraus verschwindet. 


Bilirubinwerte und Erythrocytenzahl bei kurz- und laéngerdauernder Gallen- 
gangsunterbindung. 

Bei einer zweiten Serie von Tieren bestimmten wir in einer dreitagigen 
Vorperiode die Erythrocytenzahl der Normaltiere und legten dann die 
Gallengangsligatur an. Bei zwei Tieren wurde 2 Stunden lang gestaut, 
bei drei Tieren 3 Stunden lang. 24 Stunden nach der jeweiligen Operation 
bestimmten wir wieder die Erythrocytenzahl und weiterhin taglich zur 
gleichen Zeit, bis wieder die Norm erreicht war. 


LLELLE EEE Ee 
a7 £6. 





7, 
7 



































Abb. 2. 
Das Verhalten der roten Blutkiérperchenzahl] nach Abbindung des Ductus choledochus. 


Die Pfeile deuten den Zeitpunkt der Unterbindung des Gallenganges an (2 bzw. 3 Stunden 
lang). Eine Einteilung auf der Abszisse bedeutet 1 Tag, eine solche auf der Ordinate 
: 500000 Erythrocyten. 


Bei Versuch 24 und 29, wo wir 2 Stunden lang den Gallengang unter- 
bunden hielten, zeigt sich eine deutliche Zunahme der Erythrocytenzahl. 


1 H. Scholderer, diese Zeitschr. 257, 137, 1933. 
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Bei beiden Tieren sinken dann die Werte am sechsten bzw. fiinften 
lage nach der Operation wieder auf die Norm ab. Bei Versuch 26, 27 
und 28, wo wir jeweils 3 Stunden unterbunden hielten, zeigt sich bei zwei 
fieren eine Abnahme, wahrend bei einem Tier eine Zunahme der Ery- 
throcytenzahl festzustellen ist. 

Es decken sich unsere Yersuchsresultate also mit denjeaigen von Zih. 
Wie er, finden auch wir bei dreistiindiger Ligatur die Grenze, wo je nach 
dem Reagierungsvermégen des Tieres eine erythropoetische oder eine ery- 
thropenische Wirkung eintritt. Wir nehmen an, dafi nach dieser Zeit der 
(irenzwert des Bilirubingehalts im Serum, der noch Erythropoese verursacht, 
erreicht ist. 

Der Bilirubingehalt des Serums ist nach zweistiindiger Gallenstauung 
im Mittel bei 0,155 mg-°,, bei dreistiindiger Stauung bei 0,205 mg-°,. Wir 
diirfen also annehmen, daB der erythropoetische Bereich zwischen 0,1 und 
0.2mg-°, Bilirubin liegt, der erythropenische hingegen tiber 0,2 mg-°,. 


Diskussion. 

Wir stellen in Ubereinstimmung mit Zh fest, daB eine zwei- bis 
dreistiindige Gallenstauung eine Erythropoese, eine langerdauernde 
Stauung eine Erythropenie zur Folge hat. Der Bilirubingehalt im Blut- 
serum steigt im Mittel auf 0,155 mg-°%, bei zweistiindiger, auf 0,205 mg-°%, 
bei dreistiindiger Unterbindung und weiterhin mit der Dauer der Stauung. 
Da nach den Versuchen von Zih die Narkose und die Operation keinen 
EinfluB auf die Zahl der Erythrocyten haben, andererseits durch den 
gleichen Autor festgestellt wurde, da weder Cholesterin, noch die 
Gallensiuren erythropoetisch wirksam sind, ist die Wirkung den aus 
der gestauten Galle zuriickresorbierten Gallenfarbstoffen, in erster 
Linie dem Bilirubin zuzuschreiben. Das um so mebr, da ja auch durch 
Verfiitterung bzw. Injektion von Bilirubin eine Erythropoese verursacht 
wird. Berechnen wir die Mengen Bilirubin die gleichzeitig im Serum 
vorhanden sind, so ergibt sich also bei etwa 200 ccm Blut 0,1] mg. 
Die erythropoetisch wirkende Dosis in den Versuchen von Verzér und 
Zih usw. war fiir Kaninchen 1 bis 2mg. Wenn davon nur ein ganz 
geringer Teil resorbiert wiirde, so kénnten also Konzentrationen erreicht 
werden, die jenen Bilirubinwerten entsprechen, von denen wir sehen, 
daB sie erythropoetisch wirken. 

SchlieBlich miissen wir noch auf einen dritten Beweis hinweisen, 
der dafiir spricht, daB der Bilirubingehalt des Serums die Zahl der 
roten Blutkérperchen beeinfluBt. Wenn im Hochgebirge die Ery- 
throcytenzahl ansteigt, so findet man, wie auf dem Jungfraujoch von uns 
gezeigt wurde und in einer anderen Mitteilung besprochen wird, einen 
Serumbilirubingehalt bei Kaninchen von im Mittel 0,163 mg-°, und 
gleichzeitig oder kurz darauf eine Zunahme der roten Blutkérperchen 
von etwa 1!/, Mill. Auch hier liegt der Serumbilirubinwert in derselben 
Hohe, wie sie bei Gallenstauung erythropoetisch wirksam ist. Es hat 
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demnach eine Erhéhung des Bilirubingehalts des Serums auf 0,1 bis 
0,2 mg-°%, beim Kaninchen eine Reizwirkung auf die Zahl der roten 
Blutkérperchen. 

Zusammenfassung. 

1. Normale Kaninchen zeigen sehr niedrige Bilirubinwerte, die in 
allen Fallen unter 0,1 mg-°%, liegen. 

2. Dmech Abklemmung des Ductus choledocbus bedingte Gallen- 
stauung gibt in 2 Stunden eine Erhéhung des Serumbilirubins aut 
0,155 mg-°,, nach 3 Stunden auf etwa 0,20 mg-%, nach 24 Stunden 
auf 0,9 mg-°%. 24 Stunden nach Aufhéren der Stauung sind bereits 
wieder normale Serumbilirubinwerte zu beobachten. 

3. Der erythropoetische Bereich des Serumbilirubins liegt zwischen 
0.1 und 0,2 mg-%, der erythropenische iiber 0,2 mg-%,. 





ist 

weg 
unt 
der 
und 
im 

Wa 
die 

Mit. 
sap 
Bed 


eine 
orgé 


noti 
dies 
kan 


dar: 
stof 


hoff 
von 
que 
que 
und 
coe 


Untersuchungen iiber die fermentativen Fahigkeiten 
und iiber das anaerobe Wachstum des Paratyphus-B-Bazillus. 
Von 
Kurt Aaron. 
Aus der bakteriologisch-hygienischen Abteilung des Hygienischen Universi- 
titsinstituts in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 15. November 1933. 


Die Lésung der Frage der Anaerobiose darmpathogener Bakterien 
ist wegen der Ansiedlung und Vermehrung der Keime im Darm und 
wegen der Giftbildung dortselbst von besonderem Interesse, da diese 
unter SauerstoffausschluB stattfinden miissen. Das anaerobe Wachstum 
der Keime wird im allgemeinen bei Anwesenheit von Kohlenhydraten 
und héheren Alkoholen gepriift. Es ist aber kaum anzunehmen, dab 
im Darm soviel Kohlenhydrate vorhanden sind, daB das anaerobe 
Wachstum ausschlieBlich mit ihrer Hilfe stattfinden kénnte. Durch 
die Untersuchungen von Ritter, sowie von J. H.Quastel und seinen 
Mitarbeitern ist gezeigt worden, da Colibazillen und einige andere 
saprophytische Keime anaerob dann gedeihen kénnen, wenn folgende 
Bedingungen erfillt sind: 

1. Es miissen zwei Komponenten vorhanden sein (von welchen 
eine allein anaerobes Wachstum nicht gestattet), die durch den Mikro- 
organismus aktiviert werden, so daB gleichzeitig Oxydation und Reduktion 
stattfinden kann. [Lactat -+ Nitrat, Lactat + Fumarat bei Colibazillen. 
I.CH,CHOHCOOH + KNO, — CH,COCOOH + H,O + KNO,-+ 30,7Cal. 
11. CH,CHOHCOOH + HOOC —CH CH—COOH = CH,COCOOH 

HOOC — CH, — CH, COOH + 16Cal.}| 2. Die zum Wachstum 
notige Energie mu durch diesen ProzeB frei werden. 3. Das Ergebnis 
dieses Stoffwechselprozesses muB ein Stoff sein, der dem Zellaufbau dienen 
kann (z. B. Brenztraubenséure fiir Coli). 

H. Braun und Ph. Wordehoff haben den Ruhrbazillus Flexner 
daraufhin untersucht, welche Wasserstoffspender und welche Wasser- 
stoffempfanger er zu aktivieren vermag und unter welchen Bedingungen 
er anaerob gedeihen kann. 

Wichtig ist besonders die Feststellung von H. Braun und Ph. W érde- 
hoff, daB der Ruhrbazillus Flexner im Gegensatz zu den Untersuchungen 
von Quastel an Colibazillen nicht mit Ammoniumsalzen als Stickstoff- 


quelle anaerob zu wachsen vermag, sondern dazu organischer Stickstoff- 
quellen bedarf. H. Braun und J. v. Varsdhelyi haben die oxydierenden 
und reduzierenden Fermentwirkungen der Proteusbazillen und Staphylo- 


coecen untersucht. In den Veréffentlichungen dieser Autoren ist die 
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Literatur eingehend besprochen, weshalb hier nicht naher auf sie ein 


gegangen wird. 

Systematische Untersuchungen tiber die oxydierenden und redu- 
zierenden Fahigkeiten der Paratyphus-B-Bazillen sind bis jetzt nicht 
ausgefiihrt worden. Ich habe mir deshalb auf Anregung und unte: 
Leitung von Herrn Prof. Braun zur Aufgabe gestellt, folgende Fragen 
zu beantworten: 

I. Welche Substrate vermag der Paratyphus-B-Bazillus, Typ 
Schottmiiller, als Wasserstoffdonatoren zu aktivieren ? 

Il. Welche Stoffe werden von dem Paratyphus-B-Bazillus als 
Wasserstoffempfanger aktiviert ? 

III. Welche Substanzen benétigt der Paratyphus-B-Bazillus um 
anaerob wachsen zu kénnen ? 


I. Welche Wasserstoffspender aktiviert der Paratyphus-B-Bazillus? 
Methodik. 


Die Bakterien wurden auf Schragagarréhrchen 24 Stunden bei 37° 
gezuchtet. Der dichte Bakterienrasen wurde dann mittels einer Platinése 
von der Agaroberflache abgehoben und in physiologischer Kochsalzlésung 
aufgeschwemmt. Wir achteten dabei peinlich darauf, daB weder Agar- 
bestandteile, noch Kondenswasser in die Bakterienaufschwemmung iiber- 
tragen wurden. Wir verwendeten dieses Verfahren und nicht Abschwem- 
mungen deshalb, weil bei der Abschwemmung des Bakterienrasens mit 
physiologischer Kochsalzlésung durch das Kondenswasser und durch 
Diffusion von Bestandteilen des Nahrbodens in die Abschwemmungs- 
fliissigkeit groBe Mengen Wasserstoffspender in die Bakterienaufschwemmung 
hineingelangen. Die Bakterien wurden dann abzentrifugiert, das Sediment 
nochmals in physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt, und zwai 
bis zu einer Dichte, die mittels einer in vorausgegangenen Versuchen ge- 
fundenen brauchbaren Standardaufschwemmung, die durch Hitze ab- 
getétete Bakterien enthielt, bestimmt wurde. Um die Zeit der Versuche 
abzukiirzen, muBte die Bakterienaufschwemmung dicht sein. Wir fanden 
eine Aufschwemmung von einem Agarréhrehen von 5 bis 6 cem Kochsailz- 
lésung am giinstigsten (alle Agarréhrchen hatten etwa die gleiche Ober- 
fliche); diese dehydrierte bei unserer Versuchsanordnung eine m/50 Na- 
Succinatlésung in 30 bis 40 Minuten, wahrend in den Kontrollen das 
Methylenblau erst nach langerer Zeit, in 2 bis 3 Stunden, enttarbt wurde. 

Zwei Paratyphus-B-Stémme, Stamm 4723 und Stamm 4479, wurden 
aus menschlichem Stuhl frisch geziichtet und kulturell und serologisch 
gepriift. Es handelte sich bei beiden Stémmen um den Typus Schottmiiiler. 
Von der Bakterienaufschwemmung impften wir bei jJedem Versuch ein 
Agarréhrehen, eine Trypsinbouillon, eine Traubenzuckerhochschicht und 
eine Milechzuckerhochschicht, um die Aufschwemmung auf Reinheit zu 
priifen. 

Bei Anstellung unserer Versuche brachten wir in dickwandige Reagens- 
glaser folgende Substanzen: 0,5 cem des als Wasserstoffspender zu unter 
suchenden Substrats, 0,5eem Methylenblaulésung 1 : 5000, 1,0cem Phosphat- 
puffer, der sich aus 9,596 g Natriumphosphat und 1,743 g Kaliumbiphosphat 
in 1000 cem Wasser zusammensetzte; seine Wasserstoffionenkonzentration 





war ] 
Nacl 
aufs¢ 
fliiss 
dem 
wit 1 
versc 
Subs 
in ZV 
phys 


Bakt 
kann 


gehol 
set zt 
Phos 
hesta 
war | 
in det 
vorhe 
wir d 
so oft 
Dann 
wiede 
ein ¢ 
entsp 
die k 
1.0 ec 
ist es 
B-Ba 
nicht 
dauet 
ob di 


] 


i 
dem _ 
Da di 
Versi 
Schn 
gesta 
aufse 
mung 
wirke 
gekel 
same! 
wurd 
wir 0 


Fermentative Fiahigkeiten usw. des Parat yphus-B-Bazillus. 12: 


war px 7,6. Wir sterilisierten die Réhrchen bei 100°im Dampftopf 15 Minuten. 
Nach dem Erkalten wurde in jedes Réhrchen 0,5cem der Bakterien- 
aufschwemmung gegeben. Wir schichteten auf die Fliissigkeitssaiule ver- 
fliissigte, nicht zu hei8e Vaseline und stellten die Versuchsréhrchen nach 
dem Erstarren der Vaseline in ein Wasserbad von 37°. Bemerkt sei, daB 
wir uns durch Vorversuche davon tiberzeugt hatten, daB dieser Vaseline- 
verschluB fiir gewohnlich ein luftdichter ist. Von jedem zu untersuchenden 
Substrat stellten wir in allen Versuchen zwei Réhrchen her; auBerdem wurde 
in zwei Kontrollréhrchen der Wasserstoffspender durch die gleiche Menge 
physiologischer Kochsalzlésung ersetzt. 

Es zeigte sich, daB die auf die oben beschriebene Art hergestellte 
Bakterienaufschwemmung noch reichlich Wasserstoffspender enthalten 
kann. Aus diesem Grunde anderten wir die Methodik ab: 

Die Bakterien wurden wie vorher von den Schragagarréhrehen ab- 
gehoben und zweimal in physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. Danach 
setzten wir das Sediment einer Lésung zu, die zu je einem Drittel aus 
Phosphatpuffer, physiologischer Kochsalzlésung und Methylenblaulésung 
bestand. Die Gesamtkonzentration des Methylenblaus in diesem Cemisch 
war 1: 5000. Wir stellten dann die Aufschwemmung mindestens 40 Minuten 
in den Brutschrank bei 37°. Waren viele Wasserstoffspender in den Bakterien 
vorhanden, so entfarbte sich das Methylenblau. In diesem Falle schiittelten 
wir das Gemisch mit Luft, bis der Farbstoff wieder blau war. Dies wurde 
so oft wiederholt, bis innerhalb 30 Minuten keine Entfarbung mehr eintrat. 
Dann wurden die nun intravital gefdrbten Bakterien abzentrifugiert und 
wieder in physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt, so daB etwa 
ein dicht bewachsenes Agarréhrechen 1,5cem Bakterienaufschwemmung 
entsprach. Von dieser Aufschwemmung setzten wir den Versuchsréhrchen, 
die bei diesen Versuchen 0,5¢cem des zu untersuchenden Substrats und 
1,0cem Phosphatpuffer enthielten, je 1cem zu. Bei diesen Experimenten 
ist es, da die benutzte Methylenblaukonzentration 1: 5000 fiir Paratyphus- 
B-Bazillen schon nahe der schadlichen Konzentration steht, notwendig, 
nicht zwei, sondern mehrere Kontrollréhrchen anzusetzen, um bei lange 
dauernden Versuchen durch Abimpfung aus diesen Kontrollen festzustellen, 
ob die Bakterien noch leben. 


Deh ydrierung der organischen Sduren durch Paratyphus-B-Bazillen. 

Es wurden die Natriumsalze 16 organischer Sauren auf ihre Eignung, 
dem Paratyphus-B-Bazillus als Wasserstoffspender zu dienen, untersucht. 
Da diese nicht alle gleichzeitig gepriift werden konnten, wurde in jedem 
Versuch zum Vergleich bernsteinsaures Natrium mituntersucht. Die 


Schnelligkeit, mit der die Dehydrierung der Bernsteinsdure erfolgte, 
gestattete einen Riickschlu8 auf die Aktivitat der benutzten Bakterien- 
aufschwemmung. Substrate, die von der gleichen Bakterienaufschwem- 
mung schneller dehydriert werden als bernsteinsaures Natrium, be- 
wirken in kiirzerer Zeit die Bildung des Leukomethylenblaus; um- 
gekehrt verhalten sich Stoffe, die von den Bakterien nicht oder lang- 


samer als Bernsteinsdure angegriffen werden. Die Wasserstoffspender 
wurden stets in der gleichen Konzentration (m/50) verwendet. Wie 
wir oben mitgeteilt haben, bedienten wir uns zum Nachweis der De- 
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hydrierung zweierlei Methoden: entweder setzten wir dem Puffe: 
Wasserstoffspender-Bakteriengemisch Methylenblaulésung zu oder wi) 
haben die Bakterien zunachst intravital mit Methylenblau gefarbt und 
sie dann dem Puffer-Wasserstoffspendergemisch zugefiigt. 

In den folgenden Tabellen werden Beispiele fiir jedes Substrat be: 
Anwendung der ersteren Methodik angefiihrt. Wenn Versuche mit der 
Intravitalmethodik ausgefiihrt worden sind, so werden diese weite: 
unten besonders besprochen. AnschlieBend an die Dehydrierungs. 
versuche wurde ein Teil der untersuchten Substanzen im Verwendungs- 
stoffwechselversuch gepriift, ob sie dem Paratyphus-B-Bazillus als 
einzige Kohlenstoffquelle zum aeroben Wachstum dienen konnten 
Die Ergebnisse dieser Wachstumsversuche werden in der letzten Spalte 
der Tabellen angegeben. Da diese Versuche zum Teil schon friiher von 
H. Braun und C. E. Cahn-Bronner ausgefiihrt worden sind, wurden 
deren Resultate vielfach tibernommen. Ich habe dies in den Tabellen 
besonders gekennzeichnet. 

Folgende Tabelle I bringt die Ergebnisse der Versuche mit 
organischen Sauren. 

Tabelle I. 


Dehydrierung organischer Sauren. 





1 2 3 4 5 6 
. nee Volistindige Beginnende dig y des 
bs “ . fi a Entfarbu a Ent farbung paver - s 
4 des Metbylen- des Methylen- des Methylen- _ einzige 
Wasserstoffdonator blaus bei blaus bei_ blaus in der ‘Picvbiite Kohlenstoft- 
in m/50 Lisung Anwesenheit Anw esenheit wasserstoff- | © geonis quelle im Ver- 
des Donators von m 50 donatorfreien wendungs- 
Na-Succinat Kontrolle stoffwechse!l- 
Min. Min. Min. versaeh 
Na-Formiat. . . . || 31 27 70 coo 0 
Na-Acetat . . . 81 32 90 a “+ 
Na-Propionat . . . 37 28 137 ++ 0 
Na-Lactat .... 15 32 90 +++ +4 
Na-Pyruvinat . . . 10 18 66 ob oe 
Na-Butyrat. . . . 92 40 130 +. -- 
Na-Succinat. . . . 28 137 coe + 
Na-Oxalat .... 41 19 90 +? 0 
Na-Fumarat .. . 25 22 63 ++ 4 
Na-Glutarat ... 37 20 120 am 0 
Na-Malat,l... . 65 30 90 ae +4 
Na-Malat,d,1].. . 69 30 90 + 
Na-Tartrat, d' . . 135? 26 135 0 0 
Na-Tartrat, 1! . . 144? 26 144 0 ae 
Na-Mesotartrat®. . 227? 45 227 0 
Na-Citrat® . ... 120 55 180? (+) +4 
1 Versuch mit dem Stamm 4479 ausgefiihrt. — 2 Nach dieser Zeit noch nicht entfarbr. 
3 Versuch mit der Intravitalmethodik ausgefiihrt. — + Nach H. Braun u. C. FE. Cahn-Bronner. 


In Spalte 5: +++ Sehr schnelle Dehydrierung: ++ schnelle Debydrierung; + langsame Dé 
hydrierung ; (+) sehrlangsame Dehydrierung: ? keine sicheren Ergebnisse : 0 keine Dehydrierung 
In Spalte 6: + Wachstum; 0 kein Wachstum; — nicht untersucht. 
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Zu diesen Ergebnissen sei folgendes bemerkt. 

DaB Ameisensdure, obwohl sie ein ausgezeichneter Wasserstoff- 
-pender ist, doch nicht im Verwendungsstoffwechselversuch als einzige 
Kohlenstoffquelle verwertbar ist, kann nicht iiberraschen, da bei ihrer 
Dehydrierung keine Verbindung entsteht, die den Paratyphus-B- 
Bazillen weitere Svnthesen ermdéglichte. 

H. Braun und C. Cahn-Bronner haben bei ihren Versuchen tiber 
den Verwendungsstoffwechsel der Paratyphus-B-Bazillen gezeigt, daB 
nur einzelne Stamme Hssigsdure als einzige Kohlenstoffquelle benutzen 
kénnen. Zu diesen gehért auch der von uns untersuchte Stamm 4723. 
Im Gegensatz zu unseren Wachstumsversuchen mit Propionsdure gelang 
es W. Setffert, mit dieser Substanz als einziger Kohlenstoffquelle Para- 
typhus-B-Bazillen zu ziichten. 

Uber den Mechanismus der Reduktion des Methylenblaus bei 
Anwesenheit von oxalsauren Salzen kénnen wir keine Angaben machen. 
Man kénnte daran denken, daB die Entfarbung des Methylenblaus auch 
dann eintreffen wiirde, wenn in den Bakterienleibern solche Wasserstoff- 
spender vorhanden waren, deren Aktivierung durch die Anwesenheit 
bestimmter Stoffe geférdert wird. Wir kamen deshalb auf diese Vor- 
stellung bei den Ergebnissen mit oxalsauren Salzen, weil die Entfarbung 
des Methylenblaus nur dann feststellbar war, wenn in der Kontrolle, 
die oxalsaure Salze nicht enthielt, nach verhaltnismaBig kurzer Zeit 
gleichfalls Entfarbung eingetreten ist. Die Bildung von Leukomethylen- 
blau blieb bei Anwesenheit von oxalsauren Salzen dagegen aus, wenn 
in der Kontrolle das Methylenblau noch nach mehrstiindiger Beob- 
achtung unverandert blieb. Als Kohlenstoffquelle im Verwendungs- 
stoffwechselversuch ist die Oxalséure fiir den Paratyphus-B-Bazillus 
unbrauchbar, wie uns eigens dazu angestellte Versuche zeigten. Dagegen 
gelang es W. Seiffert mit Oxalséure als einziger Kohlenstoffquelle 
geringes Wachstum zu erzielen. Da Fumarsdure eine ungesiattigte Ver- 
bindung ist, so muB angenommen werden, daB sie nicht unmittelbar 
dehydriert wird, sondern erst nach vorheriger Anlagerung von H,0O. 
Es entsteht durch die Hydratation aus Fumarséure Apfelsdure, die zu 
Oxalessigsaure dehydriert wird. Nach W. Seiffert kann der Paratyphus- 
B-Bazillus mit Glutarsdure als einziger Kohlenstoffquelle wachsen. 

Brown, Duncan und Henry haben mit der Bleiprazipitationsmethode 
Browns Untersuchungen iiber die Fermentation organischer Sauren 
durch Paratyphus-B-Bazillen ausgefiihrt. Uhre Methodik beruht auf der 
Tatsache, daB die Bleisalze der meisten organischen Saéuren unldslich 
sind. Fiigt man einem Nahrboden, der Natriumsalze organischer 
Séuren enthalt und der nicht fermentiert ist, Bleiacetat hinzu, so fallen 
die Bleisalze der organischen Sauren als grobflockiger Niederschlag 
aus. Sind aber die Natriumsalze der organischen Sauren zerstort, so 
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verursacht das Hinzufiigen von Bleiacetat nur das Erscheinen ein: < 
diimnen, sich schnell niederschlagenden Prazipitats, das hauptsachlic)) 
aus Carbonaten besteht. Die oben genannten Forscher haben mit diese 
Methodik nachgewiesen, daB die Salze der rechtsdrehenden Weinsaur 
von fast allen Vertretern der Paratyphus-B-Gruppe angegriffen werden, 
nur wenige Typen, darunter als wichtigster der Typ Schottmiille,, 
greifen das Kalium-Natriumsalz der rechtsdrehenden Weinsaure nicht 
an. Auch im Verwendungsstoffwechselversuch kann, wie H. Brawn 
und (. £. Cahn- Bronner nachgewiesen haben, die rechtsdrehende Wein- 
saure vom Paratyphus-B-Bazillus, Typ Schottmiiller, nicht als einzige 
Kohlenstoffquelle verwertet werden. 

Bei den Versuchen mit rechtsdrehender Weinsdure zeigte sich, dai 
das Methylenblau bei Anwesenheit dieser Substanz spater reduziert 
wurde als in der wasserstoffspenderfreien Kontrolle. Versuche, die wir 
mit der Intravitalmethodik ausgefiihrt haben, ergaben das gleiche 

Wie die rechtsdrehende Weinséure verhielt sich im Dehydrierungs- 
versuch die linksdrehende und die Mesoweinsdéure. In mehrfach aus- 
gefiihrten Versuchen mit Paratyphus-B-Bazillen trat keine Entfarbung 
des Methylenblaus bei Anwesenheit dieser Séure ein, im Gegenteil, 
das Methylenblau wurde entweder gar nicht oder in schwacherem Mab}e 
als in der spenderfreien Kontrolle entfarbt. 

{s fallt bei diesen Versuchen mit Weinséuren auf, daB sie an- 
scheinend die Bildung des Leukomethylenblaus hemmen. Es wird 
deshalb zu untersuchen sein, ob sie nicht von Paratyphus-B-Bazillen 
als Wasserstoffempfanger aktiviert werden. Dariiber wird weiter unten 
berichtet. 

Ein besonderes Verhalten zeigten die Paratyphus-B-Bazillen gegen- 
iiber der Citronensdure. Diese organische Saure ist, wie H. Braun wnd 
C. EB. Cahn-Bronner und Pesch gezeigt haben, fiir Paratyphus-b- 
Bazillen eine vorziigliche Kohlenstoffquelle. Wir erwarteten daher. 
daB sie ein guter Wasserstoffspender sein wiirde. Die Dehydrierungs- 
versuche mit der Methodik des Zusatzes von Methylenblau zur Bakterien- 
aufschwemmung ergaben, daB Citronensaéure nicht nachweisbar dehy- 
driert wurde, und daB die Reduktion des Methylenblaus, wenn diese 
in der spenderfreien Kontrolle eintrat, verzégert wurde. Bedienten 
wir uns bei der Priifung der Citronenséure als Wasserstoffspende: 
der Intravitalmethodik, so trat die Bildung von Leukomethylen 
blau ein. 

Aus diesem und anderen nicht erwahnten Versuchen geht hervor, 
daB die Intravitalmethodik zum Nachweis der Dehydrierungsfahigkeit dr 
Bakterien empfindlicher ist als die Methodik des Methylenblauzusatzes 21! 
Bakterienaufschwemmung. Bei den weiteren Versuchen wurde desha!!) 





die hh 


zuerst 


EB 
Ander 
fliicht 
werde 
hydra 
werde 
réhre} 
und € 
m/10 
alkohe 
dunst) 
ihrer - 
ist eu 
diesen 
fiir je 
sterilis 


Methy 
Athyla 
Glycer 
Krythr 
Adonit 
Manni 
Dulcit 
Sorbit 
1 
fiihrt. - 
Tabelle 
Z, 
typhu 
angeg 
heit v 
der s] 
und k 
versut 
wunde 
entste 


Fermentative Fahigkeiten usw. des Paratyphus-B-Bazillus. 


die Intravitalmethodik dann angewandt, wenn die Versuche mit der 
zuerst benutzten Methodik eindeutige Schliisse nicht zulieBen. 


Dehydrierung der Alkohole. 


Bei Verwendung von Alkoholen als Wasserstoffspender mul eine 
Anderung der Methodik vorgenommen werden. Manche Alkohole sind 
fliichtig und ihre Lésungen kénnen daher nicht durch Hitze sterilisiert 
werden. Die héheren, nicht fliichtigen Alkohole sind wie die Kohlen- 
hydrate temperaturempfindlich und diirfen deshalb ebenfalls nicht erhitzt 
werden. Wir gingen daher bei diesen Stoffen so vor, da wir in die Reagens- 
réhrchen Methylenblau und Puffer gebracht und diese sterilisiert haben, 
und erst danach haben wir die durch Kerzenfiltraticn steril gemachten 
m/10 Lésungen der Alkohole zugefiigt. Bei Methylalkohol und Athyl- 
alkohol haben wir auf die Kerzenfiltration verzichtet, weil durch die Ver- 
dunstung dieser Alkohole wahrend der Kerzenfiltration eine Verminderung 
ihrer Konzentration eingetreten ware. Da beide Alkohole Antiseptica sind, 
ist eine Sterilisierung durch Hitze oder Filtration nicht notwendig. Von 
diesen Alkoholen haben wir die Lésungen nicht vorratig gehalten, sondern 
fiir jeden Versuch frisch bereitet. Glycerinlédsungen wurden durch Hitze 
sterilisiert. 

Tabelle II. 


Dehydrierung von Alkoholen. 





2 3 4 


Volistindige | Beginnende Eignung des 
Entfirbung Entfairbung Entfirbung Donators als 
dex Mathelen- des Methylen-| des Methylen- einzige 
Wasserstoffdonator —_pjaus bei An-| Plaus bei An-| blaus in der |... | Kohlenstoff- 
in m/50 Lisung wesenheit des wesenheit wasserstoff- wg S| quelle im Ver- 
Donators von m 50 donatorfreien wendungs- 
Na-Succinat Kontrolle stotfwechsel- 


Min. Min. Min. versuch 


Vollstandige 


Methylalkohol. . . 160 40 170 2 
Athylalkohol . . . 18 20 90 +4 
Glycerin ..... 48 20 90 + 
Erythrit?. . .. . 3001 53 300 0 
Lo re 33 24 105 + 
Manni. ..... 14 18 120 +++ 
Duleit® ..... 62 41 300 (+) 
a 13 24 105 ++ 

‘ Nach dieser Zeit noch nicht entfiarbt. > Versuch mit der Intravitalmethodik ausge- 
fiihrt. — 3 Nach H. Braun und (. E. Cahn-Bronner. — Zeichenerklirung zu Spalte 5 und 6 siehe 
Tabelle 1. 


Zu den Versuchen mit Methylalkohol als Wasserstoffspender fiir Para- 
typhus-B-Bazillen ist zu bemerken. daB dieses Substrat nicht mit Sicherheit 
angegriffen wird. Es trat zwar in der Mehrzahl der Versuche bei Anwesen- 
heit von Methylalkohol die Bildung von Leukomethylenblau friiher als in 
der spenderfreien Kontrolle ein, doch war der Unterschied kein groGer 
und kein regelmaBiger. Dai Methylalkohol im Verwendungsstoffwechsel- 
versuch nicht als einzige Kohlenstoffquelle benutzt wird, ist nicht ver- 
wunderlich, da durch die Dehydrierung dieser Substanz Formaldehyd 
entsteht. das bekanntlich ein wirksames Antisepticum ist. 
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Dehydrierung der Kohlenhydrate. 

Bei den Versuchen mit Kohlenhydraten benutzten wir wegen de: 
leichten Zerstérbarkeit dieser Substrate die gleiche Versuchsanordnung wi 
bei den héheren Alkoholen. 

Tabelle ILI. 


Dehydrierung von Kohlenhydraten. 





2 3 5 


Volistindige | Beginnende Eignung des 
Entfarbun Entfirbung | Entfairbung Donators als 
Pees Mathvier- des Methylen- | des Methylen- einzige 
Wasserstoffdonator ve paies hak Ase blaus bei An- | blaus in der wicewnia Kohlenstofi 
in m/50 Lisung wesenheit des wesenheit wasserstoff- sis inn quelle im Ver 
Donators | V0 m/50_ | donatorfreien wendungs- 
Na-Succinat | Kontrolle stoffwechsel- 
Min. ‘ | Min. versuch 
Arabinose? . . . . 128 5 300! + 
ae re 82 2401 +++ 
Rhamnose?. .. . 312} 3123 0 
Glucose ..... 7 1088 +++ 
Galaktose .... 120} + 4. 
Lavulose. .... 120! +++ 
Lactose? . .... 300 + 
Maltose ..... 64 +++ 
Saccharose? .. . 180 0 
Raffinose. . ... 86 300 a 


1 Nach dieser Zeit noch nicht entfirbt. — 2 Versuch mit der Intravitalmethodik ausge 
fiihrt. — 3 Vollstindige Entfirbung. — Zeichenerklirung zu Spalte 5 und 6 siehe Tabelle | 


Vollstindige 


++++44 


— 


o++ 


Zu diesen Ergebnissen mége folgendes bemerkt werden: 


Die Schwierigkeit bei der Beurteilung unserer Versuche mit Lactose liegt 
darin, da8 wir nicht mit Sicherheit angeben kénnen, da dieser Zucker 
chemisch v6llig rein war. Gegen die Annahme von Verunreinigungen 
unseres Priparates spricht, daB es im Verwendungsstoffwechselversuch 
dem Paratyphus-B-Bazillus als einzige Kohlenstoffquelle nicht dienen 
konnte. Léffler und Rigler fanden bei ihren Versuchen, daB Lactose von 
Paratyphus-B-Bazillen nicht dehydriert wurde. Es ist aber hierbei zu 
beachten, daB die Reduktion des Methylenblaus in ihren spenderfreien 
Kontrollen sehr schnell eintrat, zu einer Zeit, in der auch in unseren Ver- 
suchen die Lactose noch nicht aktiviert war. Auch von der Saccharos: 
kénnen wir nicht mit Sicherheit behaupten, daB sie chemisch vodllig 
rein war. 


Dehydrierung von Aminosduren und anderen organischen 
Stickstoffsubstraten. 


Die meisten der Versuche mit den _ stickstoffhaltigen organischen 
Substanzen fiihrten wir mit zwei Paratyphus-B-Staémmen, dem Stamm 4723 
und dem Stamm 4479 aus. Untersuchungen tiber die Eignung dieser Stick 
stoffsubstrate als Stickstoff- und Kohlenstoffquellen fiir den Paratyphus-B 
Bazillus im Verwendungsstoffwechsel stellten wir nicht an. Soweit aut 
solche Versuche Bezug genommen wird, handelt es sich um friihere Versuch: 
von H. Braun und C. FE. Cahn-Bronner und W. Seiffert. 
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Tabelle IV. 


Dehvyvdrierung von Aminosdéuren und anderen organischen 
stickstoffhaltigen Substanzen. 





3 4 g 6 


Vollstandige Beginnende Eignung des 
Entfarbung Entfirbung Donators als 
des Methylen- des Methylen- einzige 
blaus bei An- blaus in der : Kohlenstoff- 
wesenheit | wasserstoff- Ergebnis gyetie im Ver- 
von m 50 donatorfreien wendungs- 
Na-Succinat Kontrolle stoffwechsel- 
Min. Min. Min. versuch 


Vollstandige 
Entfirbung 
des Methylen- 
blaus bei An- 
wesenheit 
des Donators 


Wasserstoffdonator 
in m/50 Lisung 


Glykokoll Bissele ire 120 40 120 * 
Glykokoll® . . . , 11; 5 150 * 
po 52 2 153 8 
ee 37 35 106 8 
Naum’. ou <  « 106 5 106 8 
WANES i: sk ke o% 42 ; 101 3 
Beatie ® i.e. 120 120 
Po 107 150° 
Na-Asparaginat® . 83 2 240 8 
Asparagin®. . . . 49 26 135% 
Na-Glutaminat®. . 30 2 150 
i an a 135 135 ' 
Arginincarbonat 2, 6 36 180 
Phenylalanin2,6. . 148 148 
WACOM 5 eS wird besonders besprochen 
Histidin®. . ... 70 35 106 
ou — a 79 29 152 
Glyeyl-glycin ge ge wird besonders besprochen = 
Harnstoff. .... wird besonders besprochen t 0 
Harnsiure4,2,6 . . 135 53 30 i 
Kreatin?:6. . .. 108 26 148 oe 
Kreatinin?,;6 . . . 110 26 148 — 

1 Nach dieser Zeit noch nicht entfirbt. 2 Versuch mit der Intravitalmethodik aus- 
gefiihrt. — 3 Vollstaindige Entfiirbung. — 4 Keine m/10, sondern gesittigte Lisung. — 5 Ver- 
such mit dem Stamm 4479 ausgefiilrt. 6 Versuch mit dem Stamm 4723 ausgefiihrt. 

7 Nach H. Braun und C. FE. Cahn-Bronner. — * Nach W. Seiffert. Zeichenerklirung zu Spalte 5 
und 6 siehe Tabelle I. 


+1 


+tol¢) +4474 | 


Zu den Versuchen mit den organischen Stickstoffsubstraten ist zu 
bemerken, daB der Stamm 4723 Glykokoll Jangsam als Wasserstoffdonator 
zu aktivieren vermag, wahrend der Stamm 4479 dazu auGerstande ist. 
Es besteht hier eine Verschiedenheit zweier Paratyphus-B-Staémme, die 
sich bei der Untersuchung mit den tblichen Laboratoriumsmethoden sowohl 
kulturell als auch serologisch vollkommen gleich verhalten. Diesen Indivi- 
dualismus der verschiedenen Paratyphus-B-Stémme  gegentiber dem 
Glykokoll hatten H. Braun und C. E.Cahn-Bronner in Verwendungs- 
stoffwechselversuchen festgestellt. Diese beiden Autoren wiesen nach, daB 
die Paratyphus-B-Stamme, die Essigséiure als einzige Kohlenstoffquelle 
assimilieren konnten, mit Glykokoll als einziger Stickstoff- und Kohlen- 
stoffquelle zu wachsen vermochten. Der von W. Seiffert benutzte Stamm 
konnte Glykokoll nur dann assimilieren, wenn noch eine besondere Kohlen- 
stoffquelle hinzugesetzt wurde. Auch gegeniiber Valin scheint individuelle 
Verschiedenheit in der Fermentfaihigkeit der Paratyphus-B-Bazillen vor- 
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zuliegen. Das gleiche gilt fiir Leucin. Da das Tyrosin nur in geringen) 
MaBe in Wasser léslich ist, stellten wir uns eine gesiattigte Lésung von 
Tyrosin in Wasser-Puffergemisch (1:1) her. Zu 2 cem dieser gesittigten 
Lésung setzten wir 0,5ccm der intravital gefirbten Bakterien zu. Das 
Ergebnis dieser Versuche mit Tyrosin war nicht eindeutig. In zwei Ver- 
suchen konnten wir eine Methylenblaureduktion nachweisen, wahrend in 
vier anderen Versuchen die Entfairbung des Methylenblaus in den tyrosin 
haltigen Roéhrchen gleichzeitig mit der Reduktion des Farbstoffs in den 
Kontrollen auftrat. Es war gleichgiiltig, ob wir den Stamm 4479 ode: 
den Stamm 4723 benutzten. Eine sichere Entscheidung, ob Tyrosin als 
Wasserstoffspender dienen kann, konnten wir nicht treffen. 


Mit dem Dipeptid Glycyl-glycin erhielten wir keine tibereinstimmenden 
Ergebnisse. Wahrend Versuche mit dem Stamm 4723 bei Benutzung de: 
Intravitalmethodik keine Dehydrierung des Glyecylglycins erkennen lieBen. 
trat die Entfarbung des Methylenblaus in den Versuchen mit dem Stamm 447%) 
in den Réhrehen mit Glycylglycin etwas friither auf als in der spenderfreien 
Kontrolle. 

Von Harnstoff konnten wir eine Dehydrierung nicht sicher nachweisen. 
In den weitaus meisten Versuchen wurde er nicht als Wasserstoffspende: 
aktiviert, aber bei einer Anzahl von Versuchen trat Entfarbung des Methylen- 
blaus in der spenderfreien Kontrolle spater als in den R6hrchen, die Harnstoft 
enthielten, auf. 

Wie J. H. Quastel und seine Mitarbeiter zeigten, mu aus einem Substrat. 
um als Kohlenstoffquelle dienen zu kénnen, durch Dehydrierung eine 
Substanz entstehen, die von den Bakterien weiter verarbeitet wird. Es 
ist daher nicht iiberraschend, daB eine Anzahl Substrate von Paratyphus- 
B-Bazillen dehydriert werden, aber im Verwendungsstoffwechselversuch 
nicht als Kohlenstoffquelle dienen kénnen. Mehr Schwierigkeit bereitet 
die Erklirung der Tatsache, da®8 einige Substrate fiir Paratyphus-B- 
Bazillen geeignete Kohlenstoffquellen darstellen, obwohl wir eine De- 
hydrierung nicht oder nicht sicher nachweisen konnten. Um diese Frage 
zu klaren, stellten wir weitere Versuche an. 


Wie H. Braun und Ph. Woérdehoff zeigten, hingt die Fermentfihigkeit 
der Bakterien wesentlich davon ab, auf welchem Ndhrboden sie geztichte 
wurden. Diese Autoren zeigten, daB eine Fleischwasser-Pepton-Nahrbouillon 
mit Zusatz folgender Aminoséuren: 0,1°, Valin; 0.1°, Leucin, 0,25‘ 
Lysin, 0,006 °% Cystein, 0,01°, Tyrosin, 0,1°, Histidin, 0,1°, Prolin (Neu- 
tralisieren, pq 7,2) fiir die Fermentbildung des Ruhrbazillus Flexner be- 
sonders geeignet ist. Wir wollen diesen Nahrboden in folgendem der Kiirze 
halber ,,Aminoséurenbouillon’’ nennen. Nach 48stiindiger Bebriitung 
wurden die in diesem Nahrboden geziichteten Paratyphus-B-Bazillen 
abzentrifugiert, zweimal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen 
und dann als intravitalgefirbte Bakterien verwendet (siehe ,,Intravital- 
methodik“'). Es zeigte sich, daB diese Gewinnung der Bakterien brauchbarer 
ist als die urspriinglich angewandte, bei der wir auf Nahragar gewachsene 
Bakterien benutzt hatten (in folgendem kurz ,,Agarbakterien‘’ genannt). 
Die Schwierigkeit bei ,,Agarbakterien‘‘ bestand darin, daB es oft nicht 
gelang, die in den Bakterien enthaltenen Wasserstoffspender durch Waschen 
in physiologischer Kochsalzlésung zu entfernen, und da8 deshalb die Ent 
fiirbung des Methylenblaus in den Kontrollréhrchen, denen kein Wasserstoti- 
spender zugesetzt war, friih auftrat und dadurch eine Auswertung solche! 
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Versuche unméglich machte. Diese Schwierigkeit fiel bei Verwendung der 
Aminosiaurenbouillon fort. Die Entfdrbung des Methylenblaus in den spender- 
freien Kontrollen trat bei Bakterien aus der Aminosdurenbouillon sehr spat 
auf, wahrend die Fermentfahigkeit der Paratyphus-B-Bazillen eine qute war. 
Ein Versuchsbeispiel mit intravital gefirbten Aminosiurenbouillonbakterien 
mdége es zeigen. 


Tabelle V. 





Versuch 


Nr Réhrehen Wasserstoffspender Entfairbung 
1 I —- Nach 8 Std. 
II Na-Succinat Nach 20 Min. 
9 { I _~ Spiter als 8 Std. 
i \ II Na-Succinat Nach 20 Min. 
3 { I _ Spater als 48 Std. 
‘ | II Na-Succinat Nach 37 Min. 
4 { I — Spater als 5 Std. 
\ II Na-Succinat Nach 15 Min. 


Wir priften mit den Aminosiéurenbouillonbakterien folgende Sub- 
strate: Milchsdure, Oxalsdure, linksdrehende und rechtsdrehende Wein- 
sdure, Mesoweinsdure, Arabinose, Glucose, Saccharose, Lactose, Glykokoll, 
Asparaginsdure, Asparagin, Phenylalanin, Tyrosin, Glycylglycin, Harnstoff, 
Kreatin und Kreatinin. 

Als brauchbare Wasserstoffspender erwiesen sich folgende Stoffe: 
Milchséure, Arabinose, Glucose, Asparagin. Nicht dehydriert wurden: 
rechtsdrehende und linksdrehende Weinsiure, Mesoweinsiiure und Phenyl- 
alanin. Die Paratyphus-B-Bazillen aus der Aminosiéiurenbouillon verhielten 
sich also gegeniiber diesen Substraten wie die Agarbakterien. 

Bei den Versuchen mit den iibrigen Substanzen fanden wir bei Be- 
nutzung von Aminoséurenbouillonbakterien andere Ergebnisse als bei den 
Agarkeimen: Von der Oxalsdure hatten wir weiter oben gesagt, daB die 
Entfarbung des Methylenblaus nur dann eintrat, wenn reichliche Wasser- 
stoffspender in den Bakterien vorhanden waren. In den Versuchen mit den 
in der Aminosdéurenbouillon gewachsenen Bakterien trat die Entfarbung 
des Methylenblaus in den Oxalat enthaltenden Réhrchen nicht vor der in 
den spenderfreien Kontrollen auf. Da die Bakterien aus der Aminosiuren- 
bouillon wenig oder gar keine Wasserstoffspender enthalten, so stiitzt das 
Ergebnis dieser Versuche die Annahme, da8B die Oxalsiure durch Para- 
typhus-B-Bakterien nicht dehydriert werden kann. Wenn Entfairbung 
eintritt, so ist sie auf die in den Bakterien befindlichen Spender zuriick- 
zufiihren, deren Aktivierung durch oxalsaure Salze get6rdert wird. 

In den friiheren Versuchen haben wir beobachtet, daB linksdrehende 
Weinsdure, obwohl sie von Paratyphus-B-Bazillen als Kohlenstoffquelle 
verwendet wird, nicht nachweisbar dehydriert wird. Es lag die Annahme 
nahe, da8 dieser MiBerfolg auf geringe Fermentmengen der Agarbakterien 
zuriickzufiihren ist. Wir haben deshalb diese Versuche mit Paratyphus-B- 
Bazillen aus der Aminosdurenbouillon wiederholt, aber das gleiche negative 
Ergebnis erzielt. 

In den Versuchen mit vom Nahragar gewonnenen Paratyphus-b- 
Bazillen wurde eine Dehydrierung der Saccharose beobachtet. Mit Bakterien, 


g* 
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die aus der Aminoséurebouillon gewonnen waren, lieB sich ein solehes 
Ergebnis nicht erzielen, was in Ubereinstimmung steht mit der bekannten 
Tatsache, daB Saccharose von Paratyphus-B-Bazillen nicht verwertet wird 
Da wir zu diesen Versuchen dasselbe Produkt benutzt haben wie bei den 
Versuchen mit Agarbakterien, so kann das frithere Ergebnis schwerlich 
auf Verunreinigungen des Praparates zuriickgefiihrt werden. Wir méchten 
die Ansicht vertreten, daB man in der Deutung von Versuchen, in welchen 
die Mikroorganismen gr6Bere Mengen Spontandonatoren enthalten, wenn 
positive Ergebnisse nach ldngerer Zeit erzielt werden, vorsichtig sein mul3. 
Deshalb legen wir den Resultaten mit Aminoséurenbouillonbakterien 
gréBeres Gewicht bei als den friiheren mit Agarbakterien. 

Was Lactose betrifft, so ergaben die neuerlichen Versuche eine Be 
statigung der friiheren insofern, als wir auch diesmal eine langsame De- 
hydrierung nachweisen konnten. 

Von den organischen Stickstoffsubstraten wurde Glykokoll von dem 
Paratyphus-B-Bazillus Stamm 4479 nicht angegriffen, waihrend bei dem 
anderen Stamm 4723 Dehydrierung von Glykokoll festgestellt wurde, wenn 
die Bakterien von Agarnahrbéden gewonnen wurden. Der Stamm 4723 
zeigte, wenn er in der Aminoséurenbouillon geziichtet wurde, gegeniibe: 
diesem Substrat keine Fermentwirkung. 

Die Dehydrierung der Asparaginsdure durch Paratyphus-B-Bazillen 
wurde in den oben beschriebenen Versuchen mit Agarbakterien erwiesen. 
Wir haben die Experimente mit Bakterien aus der Aminoséurenbouillon 
wiederholt. Es gelang aber der Nachweis der Dehydrierung der Asparagin- 
siure nicht. Den Grund fiir diesen Fehlschlag sehen wir in folgendem: 
Wie bereits in der Arbeit von H. Braun und Wérdehoff nachgewiesen worden 
ist, werden in der Aminosiéiurenbouillon besonders reichlich die Fermente 
der Coli- und Flexner-Bazillen gebildelt, welche Wasserstoffempfdanger 
aktivieren. Wie vorweg genommen sein mag. konnten wir das gleiche 
bei Paratyphus-B-Bazillen nachweisen. Da nun Asparaginsaure fiir Para- 
typhus-B-Bazillen nicht nur ein Wasserstoffspender, sondern auch ein 
Wasserstoffempfanger ist, so ist anzunehmen, da’ der Nachweis der 
Dehydrierung der Asparaginséure deshalb oft nicht gelingt, weil sie von 
Aminosiurenbakterien intensiver als Wasserstoffempfanger in Anspruch 
genommen wird. 

' Tyrosin, Harnstoff, Kreatin und Kreatinin wurden von aus Amino- 
sdurenbouillon gewonnenen Paratyphus-B-Bazillen aktiviert. 

Das Dipeptid Glycylglycin wurde von Paratyphus-B-Bazillen vom 
Nahragar nicht nachweisbar dehydriert, wohl aber von Bakterien aus de 
Aminosaurenbouillon. Allerdings trat die Bildung von Leukomethylenblau 
bei Glyeylglycinanwesenheit nur langsam ein. 


Zusammenfassung der Ergebnisse der Dehydrierungsversuche. 


Aus den Dehydrierungsversuchen ergibt sich, daB geeignete 
organische Substanzen, wie Ameisensiure, Essigséure, Propionsaure, 
Milchsaure, Brenztraubensaure, Buttersiure, Bernsteinséure, Fumar- 
siure, linksdrehende und inaktive Apfelsiure, Citronenséure, Athyl- 
alkohol, Glycerin, Adonit, Mannit, Dulcit, Sorbit, Arabinose, Xylose, 
Glucose, Galaktose, Lavulose, Lactose, Maltose, Raffinose, Alanin, 
Serin, Valin, Leucin, Asparaginséure, Asparagin, Glutaminsaure, 
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Arginin, Histidin, Prolin, Glyeylglvcin und Harnséure von Paratyphus- 
B-Bazillen als Wasserstoffspender aktiviert werden kénnen. Die Akti- 
vierung als Wasserstoffspender bedingt nicht immer Eignung als Kohlen- 
stoffquelle fiir aerobes Wachstum. Es gibt eine Anzahl Substanzen, 
z. B. Ameisensaéure, Propionsiure, Buttersiure, Glutarséure, Athyl- 
alkohol, Adonit, Raffinose und Leucin, die wohl dehydriert, aber im 
Wachstumsversuch nicht als Kohlenstoffquellen benutzt werden. 
Umgekehrt war bei einigen Substraten, z. B. linksdrehender Weinsaure 
und Rhamnose, eine Dehydrierung nicht nachzuweisen, wiewohl sie 
dem Paratyphus-B-Bazillus als einzige Kohlenstoffquelle bei aerobem 
Wachstum dienen kénnen. 


Il. Welche Wasserstoffempfinger vermag der Paratyphus-B-Bazillus zu 
aktivieren? 


J. H. Quastel und seine Mitarbeiter haben die Methylenblautechnik fiir 
den Nachweis von Bakterienfermenten, die geeignete Substrate als Wasser- 
stoffempfanger aktivieren kénnen, ausgebaut. Das Prinzip dieser Methodik 
besteht in folgendem: Wird ein Substrat als Wasserstoffempfanger aktiviert 
und ist Leukomethylenblau anwesend, so wird der Wasserstoff des Leuko- 
methylenblaus an das aktivierte Substrat iibergehen, und das Leukomethylen- 
blau wandelt sich in Methylenblau um. Zum Nachweis benétigt man also das 
Leukomethylenblau. Da aber diese Substanz durch Luftsauerstoff autoxy- 
dabel ist, so geht man am zweckmaBigsten so vor, daB man die Leuko- 
methylenblaubsldung unter anaeroben Bedingungen mit Hilfe eines ge- 
eigneten Wasserstoffspenders durch Bakterien erfolgen laBt, und erst dann 
den als Wasserstoffempfainger zu priifenden Stoff der Einwirkung der 
Keime aussetzt. Dazu bedient man sich der von Keilin angegebenen Roéhr- 
chen. Diese Quastelsche Methode wurde von H. Braun und Ph. Wordehoff 
bei der Untersuchung des Ruhrbazillus leaner verwendet und als brauchbar 
gefunden. Die Autoren machen aber auf die Schwierigkeit aufmerksam. 
die sich beim Arbeiten mit pathogenen Keimen bei dieser Methodik ein- 
stellen. Sie haben deshalb fiir diesen Zweck eine einfache Technik an- 
gegeben, die sich gut bewahrte. Sie fanden, daB Methylenblau fiir den 
Nachweis von Wasserstoffempfainger aktivierenden Fermenten nur dann 
geeignet ist, wenn die Bakterien besonders wirksam sind. Empfindlicher 
und daher brauchbarer erwies sich ihnen das Indigomonosulfonat. 

Bei den Versuchen mit Paratyphus-B-Bazillen folgte ich den Angaben 
von H. Braun und Ph. Wérdehoff. Die Einzelheiten der Versuchsanordnung 
sind aus den Versuchsprotokollen zu ersehen. 


Bei der Untersuchung der Paratyphus-B-Bazillen auf ihre Wasser- 
stoffempfainger aktivierende Wirkung priiften wir dieselben Stoffe, 
die J. H. Quastel und seine Mitarbeiter und H. Braun und Ph. Wérdehof} 
verwendet haben: Nitrat, Fumarsdure, linksdrehende und_ inaktive 
Apfelstiure, Asparaginsdure und Asparagin. Die Sauren wurden als 
Natriumsalze verwendet. 


Zunachst mége ein Versuch folgen, der mit Paratyphus-B-Bazillen 
angestellt wurde, die auf Nahragar gewachsen waren. In Vorversuchen 
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wurde mit der Methode zur Priifung der dehydrierenden Fahigkeiten die 
geeignete Menge Bernsteinsdéure festgestellt, die mit der benutzten Bakterien- 
menge das Methylenblau véllig in Leukomethylenblau verwandelte. Diese 
Menge war in der von uns benutzten Versuchsanordnung 0,5 cem m/1000 
Na-Succinatlésung. 
A. Reagenzien: 
1. Das als Wasserstoffempfanger zu untersuchende Substrat, meist in 
m/10 Lésung. 
2. Bakterienaufschwemmung von Agarnihrbéden. Diese wurde in 
gleicher Weise hergestellt wie bei den Dehydrierungsversuchen 
(s. S. 2). 
3. Der zur Leukomethylenblaubildung notwendige Wasserstoftspender, 
z. B. m/1000 Na-Succinat. 
4. Farbstofflésung: Methylenblaulésung 1 : 5000. 
5. Puffer: 0,9596 g Na, HPO, + 0,1743 g KH,PO, in 100 cem Aqua 
bidest. py 7,6. 
6. Physiologische Kochsalzlésung (0,85 °%). 
B. Versuchsanordnung: 

Die Reagenzien ohne Bakterienaufschwemmung wurden in die Reagens- 
réhrchen gebracht und 15 Minuten bei 100° im Dampftopf sterilisiert. Den 
Mischungen wurde dann nach Abkiihlung die Bakterienaufschwemmung 
zugesetzt, durchgemischt, tiber die Fliissigkeitssiule Vaseline geschichtet 
und die Versuchsréhrchen im Wasserbad oder im Brutschrank bei 37° 
stunden- bzw. tagelang beobachtet. 

C. Versuch: Siehe Tabelle VI. 

Aus dem Versuch ergibt sich, da8 Natriumnitrat von Paratyphus- 
B-Bazillen als Wasserstoffempfinger besser aktiviert wird als Na- 
Fumarat; ferner, daB es fiir den Nachweis der Wasserstoffempfinger 
aktivierenden Wirkung der Paratyphus-B-Bazillen bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht notwendig ist, einen Wasserstoffspender fiir die Bildung 
des Leukomethylenblaus hinzuzusetzen, da die Keime reichlich Dona- 
toren enthalten. 

Einen orientierenden Versuch haben wir mit intravitalgefarbten 
Bakterien angestellt. Die Aufschwemmung wurde auf die gleiche 
Weise bereitet, wie wir es in dem Abschnitt dieser Arbeit tiber die 
Dehydrierungsversuche beschrieben haben. Bemerken méchten wir, 
daB wir in diesem und in allen folgenden Versuchen zur Herstellung 
des Leukomethylenblaus nicht Bernsteinséure, sondern Milchsdure 
benutzt haben. Die Versuchsanordnung ergibt sich aus folgendem 
Versuchsprotokoll ; 


A. Reagenzien: 
1. Das als Wasserstoffempfanger zu untersuchende Substrat in m/10 
Lésung. 
2. Bakterienaufschwemmung von Nahragar. Diese wurde in der gleichen 
Weise wie bei den Dehydrierungsversuchen mit intravital gefarbten 
Bakterien hergestellt (s. 8. 3). 





Vi. 
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3. Der zur Leukomethylenblaubildung notwendige Wasserstoffspender : 
m/1000 Na-Lactat. 
4. Puffer: 0,9596 g Na, HPO, + 0,1743 g KH,PO, in 100cem Aqua 
bidest. 
5. Aqua bidest. 
B. Versuchsanordnung. 

Die Reagenzien ohne Bakterienaufschwemmung wurden in die Reagens- 
rohrchen gebracht und 15 Minuten bei 100° im Dampftopf sterilisiert. Den 
Mischungen wurde dann die intravital gefarbte Bakterienaufschwemmung 
zugesetzt und die R6hrchen mit Vaseline verschlossen und bei 37° beobachtet. 
C. Versuch: Siehe Tabelle VII. 

Aus diesem Versuch geht hervor, daB der Nachweis der Wasserstoff- 
akzeptoren aktivierenden Fermente auch mit intravital gefarbten 
Bakterien méglich ist. Die Empfindlichkeit des Nachweises ist aber 
bei dieser Versuchsanordnung gleichfalls gering. Als brauchbarer 
Akzeptor erwies sich in dieser Versuchsanordnung unter den gepriiften 
Substraten das Nitrat, in geringem MaBe das Fumarat und die links- 
drehende Apfelsiure. 

Ein analoges Ergebnis zeitigte ein Versuch mit intravital mit 
Methylenblau gefarbten Paratyphus-B-Bazillen, die aus Aminoséuren- 
bouillon gewonnen waren. 

Wie wir schon oben hervorgehoben haben, ist Methylenblau bzw. 
Leukomethylenblau zum Nachweis von Wasserstoffempfanger akti- 
vierenden Fermenten weniger brauchbar als Indigomonosulfonat. Es 
mégen deshalb Versuche folgen, bei welchen dieser Farbstoff als Indikator 
benutzt worden ist. Die Versuchsanordnung ist aus dem Versuchs- 
protokoll zu ersehen. 

A. Reagenzien: 
1. Das als Wasserstoffempfainger zu untersuchende Substrat, meist in 
‘“m/10 Lésung. 
2. Bakterienaufschwemmung von Niahragar. Diese wurde in gleicher 
Weise wie bei den Dehydrierungsversuchen hergestellt (s. 8. 2). 
3. Der zur Bildung der Leukobase des Farbstoffs notwendige Wasser- 
stoffspender, z. B. m/1000 Na-Lactat. 
4. Farbstofflésung: Indigomonosulfonat 1 : 5000. 
5. Puffer: 0,9596g Nag H PO, + 0,1743g¢ KH, PO, in 100cem Aqua bidest. 
6. Aqua bidest. 
B. Versuchsanordnung. 

Die Reagenzien ohne Bakterienaufschwemmung wurden in die Reagens- 
rohrehen gebracht und 15 Minuten bei 100° im Dampftopf sterilisiert. Den 
Mischungen wurde nach dem Erkalten die Bakterienaufschwemmung 
zugesetzt, tiber die Fliissigkeitssiule Vaseline geschichtet und der Versuch 


bei 37° beobachtet. 


C. Versuch: Siehe Tabelle VIII und IX. 
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Tabelle IX. 
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Bei Verwendung von Indigomonosulfonat als Indikator zeigten 
folgende Substrate Eigenschaften von Wasserstoffakzeptoren: Nitrat, 
Fumarséure, linksdreb: ade und inaktive Apfelsdure, Asparaginsdure 
und Asparagin. Es wirkten nicht: rechtsdrehende und linksdrehende 
Weinsdure, Mesoweinsdure und Citronensdure. Wir haben mit diesen 
letzten vier Substraten deshalb Versuche angestellt, weil sie zum Teil 
fiir Paratyphus-B-Bazillen zur Vermehrung brauchbare Kohlenstoff- 
quellen darstellen, und der Nachweis, daB sie Wasserstoffspender sind, 
nicht gelungen ist. Es lag deshalb die Vermutung nahe, daf sie gleich- 
zeitig als Wasserstoffempfainger wirken. Das ist aber nicht der Fall. 

Die Kenntnis der Fahigkeiten, geeignete Substrate als Wasserstoff- 
empfanger zu aktivieren, hat, wie Quastel und seine Mitarbeiter an Coli- 
bazillen, Proteusbazillen und anderen Keimen gezeigt haben, und von 
H. Braun und Ph. Wordehof{f an Ruhrbazillen bestatigt worden ist, fir 
das anaerobe Wachstum dieser Keime eine groBe Bedeutung. Wir 
haben uns deshalb mit der Frage beschaftigt, welche Wasserstof/spender, 
welche Wasserstoffempfinger und welche Stickstoffquellen fiir das 
anaerobe Wachstum der Paratyphus-B-Bazillen brauchbar sind. Wie 
die englischen Autoren bereits festgestellt haben, ist nicht jede 
Kombination von Wasserstoffspender und Wasserstoffempfanger fiir 
anaerobes Wachstum brauchbar. Das Ergebnis ist abhangig von 
folgenden Bedingungen: 
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1. muB durch den Oxydoreduktionsproze8 geniigend Energie frei 
werden; 2. mu bei dem Vorgang eine fiir die Synthesen des Mikro- 
organismus geeignete Substanz entstehen. 

Wie die Untersuchungen von H. Wieland und A. Bertho gezeigt 
haben, paBt nicht jede Dehydrase zu jedem Wasserstoffempfainger 
aktivierenden Ferment. Zur wirksamen Oxydoreduktion sind aufeinander 
passende dehydrierende und hydrierende Fermente erforderlich. 

Im folgenden Abschnitt sei iiber Versuche berichtet, die sich mit 
dem anaeroben Wachstum der Paratyphus-B-Bazillen in synthetischen 
Medien beschaftigen. 

Ill. 


1. Welche Stickstoffquellen erméglichen den Paratyphus- B-Bazillen 
anaerobes Wachstum ? 


G. Ritter war der erste, der sich mit der Frage der Anaerobiose des 
B. coli und des B. proteus und einiger anderer fakultativer Anaerobier in 
synthetischen Nahrbéden beschaftigte. Dieser Forscher kam zu folgenden 
Ergebnissen: Fiir die fakultative Anaerobiose des Colibazillus sind nicht 
nur Kohlenhydrate geeignet, sondern auch héherwertige Alkohole und 
einzelne Oxysiuren, z. B. Apfelsiure, Besonders wichtig ist seine Fest- 
stellung, daB der Colibazillus, ahnlich wie die denitrifizierenden Bakterien, 
dann unter anaeroben Bedingungen gedeihen kann, wenn auBer einer fiir 
die Aerobiose brauchbaren Kohlenstoffquelle, z.B. Lactat, noch Nitrat 
anwesend ist. Durch die Forschungen von Quastel und seinen Mitarbeitern 
wissen wir, daB der Colibazillus mit einer Reihe Wasserstoffspender gedeihen 
kann, wenn Nitrat oder Fumarat Wasserstoffemptanger ist. Als Stickstoff- 
quelle wurde in den Versuchen der obengenannten Autoren Ammonium- 
chlorid verwendet. H. Braun und R. Goldschmidt haben gezeigt, daB es 
Stamme von Colibazillen gibt, die sich bei Anwesenheit von Ammonium- 
chlorid und Traubenzucker anaerob vermehren kénnen, da aber nicht alle 
Stamme dazu befaihigt sind. Manche Colistémme kénnen anaerob nur dann 
wachsen, wenn man ihnen organische Stickstoffquellen, z. B. Asparagin- 
siure oder Glutaminsaure, zur Verfiigung stellt. Dieselben Autoren haben 
nachgewiesen, das Paratyphus-B-Bazillen unter anaeroben Bedingungen 
in der Regel mit Ammoniumchlorid nicht gedeihen kénnen, sondern ebenfalls 
organischer Stickstoffquellen bediirfen. Sie erwihnen, da es ihren Mit- 
arbeitern F. Miindel und G. von Holzhausen gelungen ist, in einigen wenigen 
Versuchen anaerobes Wachstum von Paratyphus-B-Bazillen auch dann 
festzustellen, wenn Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle vorhanden war. 
H. Braun hatte diese Versuche mehrfach wiederholt, ohne jemals anaerobes 
Wachstum von Paratyphus-B-Bazillen mit Ammoniumchlorid als Stickstoft- 
quelle zu erzielen (unver6ffentlicht). 

Zunachst muBten wir uns auf Grund dieser Erfahrungen die Frage 
vorlegen, mit welchen Stickstoffquellen anaerobes Wachstum der 
Paratyphus-B-Bazillen méglich ist, wenn Lactat und Nitrat anwesend 
sind, 

Es mégen einige Worte iiber die verwendete Methodik gesagt werden. 
Wir bedienten uns bei diesen anaeroben Versuchen fliissiger synthetischer 
Nahrlésungen und fester Kieselsiurenihrmedien. Die Technik der Versuche 
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mit fltissigen Nahrbéden war folgende: Wir benutzten schmale Reagens 
rohrechen von l6¢em Lange und 10 mm lichter Weite. Diese wurden mit 
8cem der synthetischen Nahrlésung gefiillt. Als Beispiel diene folgende 
Nahrlésung: 

Perea raiser soe alta 05 g 

NasSO, eee see hh ce ee S 0,5 Z 

BE eg. te i ee i, (A Ra 0.01 g 

oo 21) og 0 ed ee 0,15 g 

5) UF: a a 0,05 g 

Na-Lactat. . ts hes 0,5 g 

PU em 6c 5 as ett | home 0.5 g 

Aqua bidest.. . 2... . zu 100,0 g 


Die gefiillten Reagensréhrehen wurden 15 Minuten bei 100° im Dampftopt 
sterilisiert. Nach dem Abkiihlen wurde die Nahrlésung mit drei Osen eine1 
24stiindigen Bakterienkultur in synthetischem Nahrmedium beimpft und 
mit fliissiger Vaseline iiberschichtet. Der Wattestopfen wurde abgeschnitten 
und das Réhrchen mit verfliissigtem festen Paraffin dicht verschlossen. 
Um zu vermeiden, da®B es bei Gasbildung zum Uberlaufen der Bakterien- 
kultur kommt, stiilpten wir tiber das schmale Reagensréhrchen ein gew6hn- 
liches breites und stellten das ganze in ein breites Zentrifugenglas. Die 
Kulturen wurden im Brutschrank bei 37° bebriitet. Um Passagen aus- 
zufiihren, entfernten wir von dem Reagensréhrchen den Wattestopfen, 
verfliissigten die Vaseline iiber der Stichflamme des Bunsenbrenners und 
entnahmen durch die verfliissigte Vaseline hindurch mittels einer Kapillare 
eine kleine Menge der Bakterienkultur. Diese wurde in ein Reagensglas 
gebracht und mit drei Osen davon ein neues schmales Réhrchen beimpft. 
Als Kontrollen dienten Nahrlésungen, die alle Bestandteile der obenge- 
nannten Nahrlésung enthielten, aber kein Nitrat. 

Die Verwendung von Kieselsiurenahrbéden hat den Vorteil, daB mit 
synthetischen Nahrmedien gearbeitet werden kann und da in der Hoch- 
schicht aerobes und anaerobes Wachstum und Gasbildung feststellbar ist. 
Wir verwendeten die von H. Braun und R. Goldschmidt angegebene Technik. 
die bei H. Braun, H. Horster und K. Hofmeier beschrieben ist. Wir wollen 
deshalb hier auf die Beschreibung derselben verzichten. Nur einige Worte 
mégen iiber die Nahrlésungen gesagt werden: Wir stellten fiir unsere 
Versuche folgende vier Typen von Nahrlésungen her: 

1. Stickstoffquelle  . ‘ 2,5 g 
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MOOS es eS : 0,05 ¢ 
PUMGEPE a. 6 koe te we 0,75 g 
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3. Stickstoffquelle 

Na,SO,. 

MgSO,.. 

Na,HPO, . 

KH,PO, 

NaNO, . os ; 

Aqua bidest.. . .... mu 
Pu 7,0 bis 7.4. 

. Stickstoffquelle 

Na,SO,. 

MgSO, 

Na,HPO, . 

KH,PO, 

Traubenzucker . Matte Se 

Aqua bidest.. . . . . . .zu 100.0 g 
Pu 7,0 bis 7,4. 


om I 


=) 


Bei einigen Stickstoffquellen wie Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan 
und Harnséiure muBten wir geringere Konzentrationen wahlen, da diese 
Substrate nur wenig léslich sind. Wir benutzten bei diesen Substanzen 
gesittigte Lésungen. Die Nahrlésungen wurden deshalb in starker Kon- 
zentration hergestellt, weil sie durch den Zusatz der Kieselsiure auf das 
Fiinffache verdiinnt werden. Die Lésungen wurden im allgemeinen 15 Mi- 
nuten bei 100° im Dampftopf sterilisiert, mit Ausnahme der mit Tryptophan 
als Stickstoffquelle, die wir, da diese Substanz nicht hitzebestandig ist, 
durch Kerzenfiltration keimfrei gemacht haben. 

Aus der Zusammensetzung der vier Nahrlésungen geht hervor, da®B 
die Versuche stets so durchgefiihrt wurden, daB auBer der Nahrlésung, 


Tabelle X. 





Wasserstoffspender Na-Lactat Na-Lactat 


Traubenzucker 





Wasserstoffempfinger Na-Nitrat Na-Nitrat 


Stickstoffquelle: aerob janaerob aerob anaerob aerob anaerob aerob anaerob 





Ammoniumchlorid . 0 ~ + 0 
Glykokoll . Us a eee 0 
ee oe 0 
OS are ae 0 
ee cea say (+) 
Na-Asparaginat . . + + 0 
Asparagin 
Na-Glutaminat 
So. 
Argininearbonat . 
Argininnitrat . 
Phenylalanin 
Tyrosin 
Tryptophan . 
Histidin 
Prolin 
Glyeylglycin 
Harnstoff . + 
Harnsiiure ae 0 - 0 

0 = kein Wachstum; (+) = schwaches Wachstum; + = gutes Wachstum: + + = starkes 
Wachstum; ++ + = sehr starkes Wachstum; — = nicht untersucht. 
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die neben der Stickstoffquelle Lactat + Nitrat enthielt, auch solche heran- 
gezogen wurden, die statt Lactat + Nitrat Traubenzucker enthielten, 
weiterhin Nahrmedien, die auBer der Stickstoffquelle nur Lactat und solche, 
die nur die Stickstoffquelle und Nitrat enthielten; letztere deshalb, um 
zu priifen, ob die organische Stickstoffquelle nicht gleichzeitig die Funktion 
des Wasserstoffspenders tibernehmen konnte. 

Die Ergebnisse unserer Versuche mit Paratyphus-B-Bazillen in de: 
Kieselsiurehochschicht sind in Tabelle X zusammengestellt. 

Es ergab sich folgendes: Paratyphus-B-Bazillen, Typ Schottmiiller, 
vermégen, wenn Ammoniumchlorid die Stickstoffquelle darstellt, mit 
Lactat + Nitrat bzw. mit Traubenzucker sehr gut aerob, aber nicht 
anaerob in der Kieselsiurehochschicht zu wachsen. Weiter unten werden 
wir tiber Versuche mit dieser Stickstoffquelle bei Verwendung fliissiger 
Naihrmedien berichten. 

Wenn Glykokoll die Stickstoffquelle war, so konnten Paratyphus-B- 
Bazillen mit Lactat + Nitrat zwar aerob, aber nicht anaerob gedeihen. 
Sie zeigten ein gleiches Verhalten in Nahrmedien, die Glykokoll +- Lactat 
oder Glykokoll + Nitrat enthielten. Dagegen waren sie imstande, 
aerob und anaerob zu wachsen, wenn Traubenzucker -+- Glykokoll zur 
Verfiigung stand. Alanin verhielt sich als Stickstoffquelle wie Glykokoll. 
Bei seiner Anwesenheit konnte der Paratyphus-B-Bazillus zwar aerob, 
aber nicht anaerob gedeihen, zum Unterschied von Glykokoll auch 
dann nicht, wenn Traubenzucker anwesend war. Wenn Leucin, Aspara- 
ginsdure, Asparagin oder Prolin die Stickstoffquelle darstellte, so ver- 
mochte der Paratyphus-B-Bazillus sowohl aerob als auch anaerob zu 
gedeihen, wenn Lactat -++ Nitrat oder Traubenzucker anwesend war. 
Mit einer dieser Stickstoffquellen -+- Lactat oder + Nitrat war zwar 
aerobes, aber kein anaerobes Wachstum méglich. Besonders bemerkens.- 
werte Ergebnisse zeitigten die Versuche mit Serin. Diese Aminoséure 
gestattete den Paratyphus-B-Bazillen aerobes und anaerobes Wachstum 
sowohl mit Lactat + Nitrat, als auch mit Traubenzucker, ja selbst 
dann, wenn nur Serin -+ Lactat oder Serin + Nitrat anwesend war. 
Mit Serin + Lactat ohne Nitrat konnten wir die Paratyphus-B-Bazillen 
in fiinf Passagen anaerob ziichten. Ein solches Ergebnis haben wir mit 
keiner anderen der untersuchten organischen Stickstoffquellen erzielt. 
Serin stellt demnach fiir Paratyphus- B-Bazillen einen besonders wert- 
vollen Nahrstoff dar. 

Die Glutaminsdure ist fiir den Paratyphus-B-Bazillus nicht nur 
eine Stickstoffquelle, die aerobes und anaerobes Wachstum bei An- 
wesenheit von Lactat + Nitrat oder Traubenzucker erlaubt, sondern 
sie dient ihm auch gleichzeitig als Wasserstoffspender. Paratyphus- 
B-Bazillen kénnen sich mit Glutaminsaéure + Nitrat, ohne einen weiteren 
Wasserstoffspender, aerob und anaerob vermehren, wahrend diese 
Stickstoffquelle mit Lactat allein nur aerobes Wachstum zulaBt. 
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Keinen Unterschied in den Versuchsergebnissen zeigten Lysin, 
Phenylalanin, Tryptophan oder Glycylglycin als Stickstoffquellen. 
Sie erlaubten dem Paratyphus-B-Bazillus aerobes und anaerobes 
Wachstum dann, wenn Lactat + Nitrat oder Traubenzucker  vor- 
handen war. Stand den Keimen auBer diesen Stickstoffquellen nur 
Lactat zur Verfiigung, so gediehen sie nur aerob, mit Nitrat ohne Lactat 
konnten sie sich auch aerob nicht vermehren. Wie schon oben gesagt 
wurde, unterschied sich die Nahrlésung mit Tryptophan von den anderen 
Nahrlésungen insofern, daB diese Substanz in geringerer Konzentration 
verwendet wurde, und daB8 die Nahrlésung nicht sterilisiert, sondern 
durch Kerzenfiltration keimfrei gemacht wurde. In dem Nahrmedium, 
das Phenylalanin enthielt, befand es sich in konzentrierter Lésung. 


Die Ergebnisse der Versuche mit Arginin waren folgende : Benutzten 
wir Arginincarbonat, so wuchsen die Paratyphus-B-Bazillen aerob und 
anaerob mit Lactat +- Nitrat oder Traubenzucker, stand ihnen aber 
auBer der Stickstoffquelle nur Lactat oder Nitrat zur Verfiigung, so 
konnten sie sich nur aerob vermehren. Verwendeten wir Argininnitrat, 
so trat auch dann anaerobes Wachstum auf, wenn nur Lactat vorhanden 
war. Das in der Stickstoffquelle vorhandene Nitrat diente den Para- 
typhus-B-Bazillen als Wasserstoffempfanger. 


Tyrosin, Harnstoff und Harnsdure eigneten sich fiir das anaerobe 
Wachstum der Paratyphusbazillen unter den von uns gewahiten Be- 
dingungen nicht als Stickstoffquellen. Wir konnten weder mit Lactat, 
noch mit Lactat + Nitrat, noch mit Traubenzucker eine anaerobe Ver- 
mehrung der Keime beobachten, dagegen gediehen sie in diesen drei 
Nahrmedien aerob. Mit der Stickstoffquelle + Nitrat allein war weder 
ein aerobes, noch ein anaerobes Wachstum festzustellen. Wie weit 
es bei Tvrosin und Harnsaure darauf zuriickzufiihren ist, daB sich diese 
beiden Substanzen in zu geringer Konzentration in den Nahrlésungen 
befanden, muB dahingestellt bleiben. Ob Histidin dem Paratyphus-B- 
Bazillus auBer als Stickstoffquelle auch gleichzeitig als Wasserstoff- 


spender dienen kann, konnten wir nicht entscheiden, da in den beiden 
ausgefiihrten Versuchen mit dieser Substanz + Nitrat einmal nur 
aerobes, das andere Mal aerobes und anaerobes Wachstum eintrat. 
Mit Lactat + Nitrat und mit Traubenzucker erzielten wir gutes aerobes 
und anaerobes Wachstum; wenn auBer der Stickstoffquelle nur Lactat 
zugegen war, gediehen die Keime nur aerob. 


Aus den Versuchen ergibt sich, daB fiir das anaerobe Wachstum der 
Paratyphus- B- Bazillen, wenn Lactat als Wasserstoffspender und Nitrat 
als Wasserstoffempfdinger zur Verfiigung stehen, folgende Substrate als 
Stickstoffquellen geeignet sind: Leucin, Serin, Asparaginsdure, Asparagin, 
Glutaminsdure, Lysin, Arginin, Phenylalanin, Tryptophan, Histidin, 
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Prolin und Glycylglycin. Unbrauchbar unter diesen Erndahrungsbedingun 
gen als Stickstoffquellen sind: Ammoniumchlorid, Glykokoll, Alanin, 
Harnstoff und Harnsdure. 


Wie wir bereits oben erwaihnt haben, gibt es unter den Colistimmen 
solche, die bei Anwesenheit von Traubenzucker mit anorganischen 


Ammoniumsalzen anaerob gedeihen kénnen, und solche, die dazu 
auBerstande sind (H. Braun und R. Goldschmidt). Man kann deshall 
bei Colibazillen von anspruchslosen und von anspruchsvollen Staémmen 
in bezug auf die Anaerobiose sprechen, wie es bei der Aerobiose der 


Tvphusbazillen, Paratyphus-B-Bazillen und Shiga-Kruse-Bazillen  be- 
kannt ist. Es lassen sich auch aus anspruchsvollen Colibazillen ge- 
legentlich anspruchslose gewinnen. Es war deshalb notwendig, zu 
untersuchen, ob ein gleiches Verhalten der Colibazillen auch dann 
nachweisbar ist, wenn die Anaerobiose durch den Oxydoreduktions- 
prozeB von Lactat + Nitrat oder von Lactat + Fumarat bewerk- 
stelligt wird. 

Zunichst wurden 15 typische Stémme des B. coli commune und ein 
Stamm des B. coli communior untersucht, ob sie in synthetischen Kiesel- 
siurenihrb6den mit Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle und Trauben- 
zucker als Kohlenstoffquelle anaerob wuchsen. Bei 12 von diesen 16 Stémmen 
trat unter diesen Bedingungen anaerobes Wachstum ein, vier Stémme 
vermehrten sich dagegen nur aerob. Die vier bei Anaerobiose anspruchs- 
vollen Staémme und drei anspruchslosen Stémme wurden daraufhin 
untersucht, ob sie mit Lactat + Nitrat bei Anwesenheit von Ammonium- 
chlorid anaerob gedeihen konnten. Die Versuche zeigten, daB die anspruchs- 
losen Stiémme dazu imstande waren, die anspruchsvollen dagegen nicht. 
Je ein Stamm der anspruchsvollen und der anspruchslosen Colibazillen 
wurden nun genauer in dieser Richtung untersucht. Die Versuche wurden 
in Kieselsiurenéhrb6éden ausgefiihrt. Die Technik war die gleiche wie die 
bei den Versuchen mit Paratyphus-B-Bazillen beschriebene. Das anaerobe 
Wachstum wurde in folgenden Nahrmedien gepriift : 


1. Ammoniumchlorid + Lactat Nitrat 


ia - Traubenzucker + 
uw + Fumarat = oo 
ie : - + Lactat 
3. Asparaginsaure + Lactat + — 
he oe 7 ne + Nitrat 
8. re 7 a ‘- Fumarat 
9. 5 + Fumarat 
Die Nahrlésungen enthielten natiirlich auBer den Stickstoff- und 
Kohlenstoffquellen die anderen lebensnotwendigen Nahrsalze. In de! 
Tabelle XI findet sich das Ergebnis eines Versuchs mit der Kieselsaéure- 
methode wiedergegeben. 
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Tabelle XI. 





Wasserstoffspender Na-Lactat Na-Lactat Na-Lactat Trauben- 
zucker 
Wasserstoffempfinger 


Na-Nitrat Na-Fumarat  Na-Fumarat 


Stickstoffquelle : 


aerob | 
aerob 
aerob 
aerob 
| 
aerob | 
an- 
aerob 
aerob 
an- 
aerob 


B. coli Stamm 3432, 
Ammoniumehlorid. + 0 + 0 aie 
Na-asparaginat . . 0 + + + 


+t 
+ 


B. coli Stamm 3819. 
Ammoniumehlorid . + 0 + + 0 =f. 0 | 13 
Na-asparaginat . . 9 + 0 =e ao an ae 4. 0 


Aus dem Versuch geht hervor, daB der Colistamm 3432, wenn 
Ammoniumchlorid die Stickstoffquelle darstellt, weder mit Lactat 
_ Nitrat, noch mit Lactat -+ Fumarat oder mit Traubenzucker anaerob 
zu wachsen vermag. Bietet man ihm asparaginsaures Natrium als 
Stickstoffquelle, so waichst er anaerob mit Lactat -+- Nitrat, nicht da- 
gegen mit Lactat + Fumarat. 

Anders verhielt sich der Stamm 3819. Dieser vermochte mit 
Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle anaerob zu wachsen, wenn 
Lactat + Nitrat oder Traubenzucker anwesend waren, nicht dagegen, 
wenn Lactat + Fumarat dargeboten wurde. War asparaginsaures 
Natrium die Stickstoffquelle, so vermehrte sich dieser Stamm sowohl 
mit Lactat + Nitrat als auch mit Lactat -- Fumarat anaerob. Es besteht 
also bei Colibazillen in bezug auf die Fahigkeit, anaerob Stoffwechsel- 
prozesse durchzufiihren, individuelle Verschiedenheit. 

Die Tatsache, daB es bei Colibazillen Stémme gibt, die unter 
anaeroben Bedingungen Ammoniumsalze als Stickstoffquelle ver- 
wenden kénnen, andere Stémme dagegen nicht, lieB daran denken, 
daB ahnliche Verhaltnisse auch bei Paratyphus-B-Bazillen vorliegen 
kénnten. Die von uns untersuchten Stamme von Paratyphus-B-Bazillen 
(Nr. 4723, 1933, 4627, 4479 und 4890 Breslau) sind mit Ammonium- 
chlorid als Stickstoffquelle und Lactat + Nitrat als Wasserstoffspender 
und Wasserstoffempfanger in der Kieselsiurehochschicht sehr gut 
aerob, aber nicht anaerob gewachsen. H. Braun und R. Goldschmidt 
haben gezeigt, daB man aus Stémmen von Colibazillen, die nicht im- 
stande sind, anaerob mit Ammoniumsalzen auszukommen, Staémme 
gewinnen kann, die dazu befihigt sind. Es finden sich also in der 
Population eines solchen Stammes einzelne Individuen, die zu dieser 
Funktion befahigt sind. Es lag nahe, zu untersuchen, ob man auch bei 
Paratyphus-B-Bazillen nicht derartig begabte Stémme gewinnen kann. 
Die geeignete Methode fiir diese Zwecke ist die Ziichtung im fliissigen 
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Nahrboden, in dem eine Anreicherung solcher Keime stattfinden kann. 
Wir haben deshalb mit dem Stamm 4723 entsprechende Versuche aus- 
gefiihrt. Wir benutzten die Technik, die auf S. 20 beschrieben ist. Es 
wurden jedesmal gleichzeitig eine Nahrlésung, die Lactat + Nitrat, 
und eine solche, die nur Lactat enthielt, beimpft. Beide Nahrlésungen 
hatten Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle. 

Aus den Versuchen ergab sich, daB es gelingt, in fliissigen Ndhr- 
medien unter anaeroben Bedingungen Paratyphus-B-Bazillen mit 
Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle in Passagen zu ziichten. Es mul 
betont werden, daB das Wachstum kein tippiges war, und da die Zucht 
nicht jedesmal gelang. Besonders bemerkenswert ist folgende Erfahrung: 
Impften wir aus den fliissigen anaeroben Kulturen in Kieselsaure- 
hochschicht mit denselben Nahrbestandteilen ab, so wuchsen die Para- 
typhus-B-Bazillen sehr gut aerob, aber niemals anaerob. In unseren 
anaeroben Versuchen mit fliissigen Nahrbéden haben wir, wie bereits 
oben hervorgehoben wurde, auch eine Nahrlésung ohne Nitrat beimpft. 
Diese ist immer steril geblieben als Zeichen, daB die verwendete Versuchs- 
anordnung eine strenge Anaerobiose gewahrleistete. 

Die Diskrepanz, die zwischen den Ergebnissen mit fliissigen Nahr- 
medien und mit festen Kieselsiurenihrbéden besteht, kann nicht auf 
fehlerhafte Methodik zuriickgefiihrt werden. Es drangt sich vielmehr 
die Annahme auf, daB der Unterschied in den Ergebnissen daraut 
zuruckzufiihren ist, daB die anaeroben Stoffwechselprozesse in fliissigen 
Medien erleichtert, in festen dagegen erschwert sind. Wir méchten 
daran erinnern, daB die Diffusionsverhaltnisse in den beiden Medien 
unterschiedlich sind. Da dies in synthetischen Nahrmedien von 
wesentlicher Bedeutung sein kann, zeigte die Beobachtung von H. Braun 
und Fr. Miindel bei Diphtheriebazillen. Diese beiden Autoren zeigten, 
daB Diphtheriebazillen, wenn sie lingere Zeit in fliissigen synthetischen 
Né&hrmedien geziichtet wurden, die Fahigkeit verloren haben, auf 
festen synthetischen und festen bouillonhaltigen Agarnahrbéden zu 
wachsen. Die Autoren nehmen an, daB$ die assimilatorischen und 
dissimilatorischen Prozesse in synthetischen Nahrbéden schwierig sind 
und deshalb ein reger Stoffaustausch fiir das Wachstum nétig ist: 
dieser ist in fliissigen Nahrbéden besser gewahrleistet als in festen, in 
denen die Diffusion behindert ist. 


2. Welche Wasserstoffspender sind fiir das anaerobe Wachstum des Paratyphus- 
B-Bazillus bei Anwesenheit von Nitrat geeignet ? 

Im vorhergehenden Abschnitt haben wir gesagt, daB der Para- 
typhus-B-Bazillus fiir gewéhnlich anaerob nur gedeihen kann, wenn 
ihm eine organische Stickstoffquelle, z.B. Asparaginséure, zur Ver- 
fiigung steht. Diese Versuche wurden mit Lactat als Wasserstoff- 
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spender und mit Nitrat als Wasserstoffempfanger ausgefiihrt. Bei der 
Priifung der Frage, welche Wasserstoffspender fiir anaerobes Wachstum 
der Paratvphus-B-Bazillen geeignet sind, verwendeten wir asparagin- 
saures Natrium als Stickstoffquelle und Nitrat als Wasserstoffempfanger, 
weil sich diese beiden Substrate fiir den gewahlten Zweck als besonders 
geeignet erwiesen haben. 

Als Methode diente die Kieselsiiurehochschicht. Die Nahrlésungen 
wurden in der tiblichen Weise hergestellt. In der Hochschicht befanden 
sich die Wasserstoffspender, in 0.5 °,iger Konzentration, in gleicher Menge 
das asparaginsaure Natrium und das Na-Nitrat. Die angestellten Versuche 
wurden mindestens zweimal wiederholt, auBerdem wurde jeder Versuch 
doppelt angesetzt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle XII wiedergegeben. 


Tabelle XII. 





Stickstoffquelle Na, asparaginicum 
Wasserstoffempfinger. . . - Na-Nitrat 


Wasserstoffspender aerob anaerob aerob anaerob 


Na-seewmt . . 4 8. 1 0 +4 + 
Na-Pyruvat ..... +++ (+) +++ 
Na-Succinat . ; ; 0 a+ 

Na-Fumarat . . ss 0) + 4-4 
Na-Malat inaktiv. .. }--+- + 0 +i + 
Na-Malat links. . . + +--+ 0 +++ 
Na-Tartrat links... - 0 ae 
Na-Citrat . age 0 ++ 4 

Athylalkohol. . . . . 0 ote 

Glycerin . AEP 0 ++44 


Der Paratyphus-B-Bazillus vermag folgende Kohlenstoffquellen 
zum anaeroben Wachstum bei Anwesenheit von asparaginsaurem 
Natrium und von Natriumnitrat zu verwenden: Salze der Essigsaure, 
Bernsteinsdure, Fumarsaure, inaktive und linksdrehende Apfelsaure, 


linksdrehende Weinsaure, Citronensiure und Glycerin. Athylalkohol 


kann er zum anaeroben Wachstum nicht benutzen. Besonderer Be- 
achtung bedarf das Verhalten des Paratyphus-B-Bazillus gegeniiber 
Brenztraubenséiure. Er vermag naémlich anaerob bei Abwesenheit von 
Nitrat zu gedeihen, wenn ihm Asparaginséure + Brenztraubenséure zur 
Verfiigung steht. Wir konnten den Paratyphus-B-Bazillus in einer 
Nahrlésung, die auBer den iiblichen Nahrsalzen asparaginsaures und 
brenztraubensaures Natrium enthielt, in fiinf Passagen anaerob ziichten. 
Er zeigt demnach ein gleiches Verhalten wie Colibazillen (Quastel) und 
Ruhrbazillen, Typ Flexner (Braun und Wordehoff). Brenztraubensaiure 
erméglicht demnach den Keimen anaerobes Wachstum bei Abwesenheit 
eines Wasserstoffempfangers, und sie verhalt sich wie Traubenzucker. 
Die Tatsache, daB der Paratyphus-B-Bazillus mit Brenztraubensiaure 
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-+- Asparaginsdure anaerob wachsen kann, veranlaBte uns, andere 
Stickstoffquellen mit Brenztraubenséure auf ihre Eignung, von dem 
’aratyphus-B-Bazillus zum anaeroben Wachstum verwendet zu werden, 
zu prifen. Die Nahrlésungen enthielten auBer den iiblichen Nahrsalzen 
die Stickstoffquelle und brenztraubensaures Natrium, aber kein Nitrat. 
Es wurden folgende organische Stickstoffquellen gepriift: Serin, 
glutaminsaures Natrium, Histidin und Prolin. Als Kontrolle wurde in 
jedem Versuch auch asparaginsaures Natrium herangezogen. Alle 
diese organischen Stickstoffquellen erméglichten bei Anwesenheit von 
Brenztraubenséure dem Paratyphus-B-Bazillus anaerobes Wachstum. 
Es schien uns wichtig, nochmals zu untersuchen, ob der Paratyphus-B- 
Bazillus nicht bei Anwesenheit von Brenztraubensaure mit anorganischen 
Stickstoffquellen auszukommen imstande ist, und wir wahlten dazu 
Ammoniumchlorid. Wegen der Wichtigkeit der Frage wollen wir den 
Versuch ausfiihrlich in Tabelle XIII wiedergeben. 

Es ergab sich, daB der Paratyphus-B-Bazillus in fliissigen und 
festen Nahrmedien befaihigt ist, mit Ammoniumchlorid + Brenztrauben- 
sdure anaerob zu wachsen. 

Der Paratyphus-B-Bazillus vermag also unter sehr primitiven 
Bedingungen ohne Sauerstoff zu gedeihen, und es ist deshalb verstandlich, 
daB er sich im Darm leicht ansiedeln kann. 


SchluLfolgerungen. 
I. 

1. Es werden Methoden zur Untersuchung der Fahigkeiten det 
Paratyphus-B-Bazillen, geeignete Substrate als Wasserstoffspender zu 
aktivieren, beschrieben. 

2. Der Paratyphus-B-Bazillus, Typ Schottmiiller, ist  befahigt. 
folgende organischen Saéuren als Wasserstoffspender zu aktivieren: 
Ameisensaure, Essigsiure, Propionsaéure, Milchsiure, Brenztraubensaure, 


Buttersiure, Bernsteinsiure, Fumarsaure, Glutarséure, linksdrehende 


und inaktive Apfelsiure, Citronensaure. 

3. Von Alkoholen und Kohlenhydraten dehydriert er folgende: 
Athylalkohol, Glycerin, Adonit, Mannit, Dulcit, Sorbit, Arabinose, 
Xvlose, Glucose, Livulose, Galaktose, Maltose, Raffinose. 


4. Von den organischen stickstoffhaltigen Substraten aktiviert er 


als Wasserstoffspender folgende: Alanin, Serin, Valin, Leucin, Na. 
asparaginicum, Asparagin, Na. glutaminicum, Arginin, Histidin, Prolin, 
Glyeylglycin, Harnsaure. 

5. Aus dem Vergleich zwischen den Fahigkeiten des Paratyphus- 


B-Bazillus, verschiedene Substrate als Wasserstoffspender zu aktivieren, 
und dem Vermégen, diese Verbindungen als Kohlenstoffquellen bei der 
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aeroben Vermehrung zu verwerten, geht hervor, daB mehr Substanzen 
dehydriert als assimiliert werden, Es gibt Substrate, die als Kohlenstoff- 
quelle dienen, deren Dehydrierung aber nicht nachgewiesen werden 
konnte. 

Jl. 

Es wurden Paratyphus-B-Bazillen auf ihre Fahigkeiten, eine 
Anzahl Substrate als Wasserstoffempfainger zu aktivieren, untersucht, 
Folgende dienen dem Paratyphus-B-Bazillus als Wasserstoffempfanger : 
Na-Nitrat, Na-Fumarat, Na-Malat, Na-Asparaginat, Asparagin. Dic 
Paratyphus-B-Bazillen aktivieren die gleichen Substrate als Wasserstoff- 
empfainger wie der Ruhrbazillus Flexner, der Ruhrbazillus Shiga-Krus: 
und der Colibazillus. 

Ii. 

1. Ist Na-Nitrat der Wasserstoffempfainger und Na-Lactat der 
Wasserstoffspender, so vermag der Paratyphus-B-Bazillus mit folgenden 
Stickstoffquellen anaerob in festen synthetischen Nahrbéden zu wachsen : 
Leucin, Serin, Na. asparaginicum, Asparagin, Na. glutaminicum, Lysin, 
Arginin, Phenylalanin, Tryptophan, Histidin, Prolin und Glycylglycin, 
dagegen nicht mit Ammoniumchlorid, Glykokoll, Alanin, Harnstoff und 
Harnsaure. 

2. Stellt Traubenzucker die Kohlenstoffquelle dar, so kann der 
Paratyphus-B-Bazillus auBer den oben genannten Substanzen noch 
Glykokoll als Stickstoffquelle fiir das anaerobe Wachstum benutzen 

3. Ist Serin die Stickstoffquelle, so wachst der Paratyphus-is- 
Bazillus auch dann anaerob, wenn nur Na-Lactat, aber kein Na-Nitrat 
anwesend ist. 

4. Serin und Na. glutaminicum kénnen dem Paratyphus- B-Bazillus 
gleichzeitig als Stickstoffquelle und als Wasserstoffspender dienen. 

, 5. Es wurden 16 Staémme des B. coli untersucht, ob sie bei An- 
wesenheit von Lactat +- Nitrat oder Traubenzucker mit Ammonium. 
chlorid als Stickstoffquelle anaerob wachsen kénnen. Von diesen waren 
12 Stémme dazu befahigt, 4 dagegen nicht. Es gibt also bei der Anaero- 
biose der Colibazillen in bezug auf die Stickstoffquelle anspruchslose 
und anspruchsvolle Staémme. 

6. In fliissigen, synthetischen Nahrmedien vermégen die Para- 
tvphus-B-Bazillen mit Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle miihsam 
zu wachsen, wenn Na-Lactat den Wasserstoffspender und Na-Nitrat 
den Wasserstoffempfanger darstelit. 

7. Paratyphus-B-Bazillen kaénnen bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Na-Nitrat als Wasserstoffempfainger und Na. asparaginicum als 
Stickstoffquelle mit folgenden Wasserstoffspendern anaerob wachsen: 
mit Salzen der Essigsaiure, Brenztraubenséure, Bernsteinséure, Fumar- 
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siure, linksdrehenden und inaktiven Apfelsiure, linksdrehenden Wein- 
siure, Citronenséure und Glycerin. 

8. Brenztraubensaures Natrium  gestattet den  Paratyphus-B- 
Bazillen bei Abwesenheit von Na-Nitrat anaerobes Wachstum, wenn 
folgende Substanzen die §tickstoffquelle darstellen: Serin, Asparagin- 
siure, Glutaminsaéure, Histidin und Prolin. 

9. Es gelingt, Paratyphus-B-Bazillen in festen synthetischen 
Nahrbéden anaerob in Passagen zu ziichten, wenn Ammoniumchlorid 
die Stickstoffquelle und Brenztraubensiure die Kohlenstoffquelle ist. 
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Alkoholdehydrase aus Hefe. II. 


Von 


1). Miiller. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 23, November 1933.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. In einer friitheren Abhandlung! wurde mitgeteilt, daB Maze- 
rationssaft aus untergariger Bierhefe eine Alkoholdehydrase enthalt. 
die durch Fallung mit Alkohol-Ather als Trockenpréparat gewonnen 
werden kann: In dem folgenden sollen weitere Untersuchungen iiber 
diese Hefe-alkoholdehydrase mitgeteilt werden. 

2. Versuchsmaterial und Methodisches. Die Versuche wurden alle mit 
Trockenpraparaten ausgefiihrt, die aus Mazerationssaft nach Lebedew durch 

Alkohol-Atherfallung gewonnen waren!. Die 
40 Acetonbestimmungen wurden nach _ Scott 
Wilson ausgefiihrt', die Thunberg-Methode 
wurde in der von Thunberg? angegebenen 
Weise verwendet. Versuchstemperatur 22°. 
Die py-Messungen wurden mit der Wasser- 
stoffelektrode ausgefiihrt. 








| 3. Die Destruktionstemperatur dr 
1s? Sn 5° ~Hefe-alkoholdehydrase ist nach Euler lie 
Abb. 1. Temperatur, bei welcher das Enzym in 








Destruktionstemperatur der ante ee re : ‘ ; 
Alkoholdehydrase. wasseriger Lésung mit optimalem py 


Ordinate = mg Aceton gebildet nach 30 Minuten langer Erhitzung um 
in 2 Stunden bei 22°. ae * z otis yraare tee: 7 
Abszisse — Temperaturen, aut “ie Halfte seiner Aktivitét vermindert 
die die Enzymlésungen vor dem wird. Die Versuche in Abb. 1 zeigen, 
Versuch eine halbe Stunde er- oa . . 
cake soma Pu 6,3. daB die Destruktionstemperatur der Hefe- 
alkoholdehydrase bei pu 6,3 — etwas 
infraoptimales pu — ungefihr 58° ist. Fir die Alkoholdehydrase der 
Essigbakterien war die Destruktionstemperatur bei px 6,8 54,5°°. 
Destruktionstemperatur. Fiir jeden Versuch wurde 0,6 g Hefe-alkohol- 
dehydrasepraparat Nr. 24 in 6,5 ccm Wasser verwendet. px in den Ver- 
suchen gleich 6,3 — etwas infraoptimal. Die Losung wurde !/, Stunde aut 
15, 40, 50, 60 oder 70° erhitzt. Dann wurde 0,1 ccm 63°, iger Isopropy!- 
alkohol bzw. 0,1 cem Wasser zugesetzt und 2 Stunden bei 22° rotiert. 
Die gebildeten Acetonmengen wurden dann abdestilliert und nach Scott 
Wilson  titriert. Die ,,Acetonmengen’ ohne  Isopropylalkoholzusatz 
schwankten zwischen 0,03 und 0,04mg und sind von den durch Iso- 
propylalkoholzusatz erhaltenen Zahlen abgezogen. 
1 —D. Miiller, diese Zeitschr. 262, 239, 1933. — * T. Thunberg in 
Oppenheimer, Die Fermente 3, 1118, 1929. — * D. Miiller, diese Zeitschr. 
254, 102, 1932. 
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4. Die Wirkung der Alkoholdehydrase bei verschiedenen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen. Die diesbeziiglichen Versuche sind in Tabelle | 
und in Abb. 2 dargestellt. Das px-Optimum ist ziemlich breit, zwischen 
7 und 10. Zwischen py 10 und 11 nimmt die Wirkung schnell ab, auf 
der sauren Seite nimmt die Wirkung von pu 7 bis py 3,5 ab. Die Innen- 
reaktion der Hefezellen soll ungefahr 6,0 sein?. 


Tabelle I 
pu-Abhdngigkett. Fiir jeden Versuch wurde 0,5 g Hefe-alkoholdehydrase- 
praparat Nr. 30 verwendet, 0,1 cem 63 °,iger Isopropylalkohol oder 0,1 cem 
Wasser und 10 cem Pufferlésung. In Parallelansaitzen wurde py mit der 
Wasserstoffelektrode gemessen. Die Ansitze wurden 2 Stunden bei 22° 
rotiert, dann die gebildeten Acetonmengen abdestilliert und titriert. Die 
.Acetonmengen*. ohne Isopropylalkoholzusatz schwankten zwischen 0,07 
und 0,1 mg und sind von den Zahlen in der Tabelle abgezogen 





mg Aceton 
Pu gebildet in 
2 Stunden 


0,5 g Hefepraparat + Isopropylalkohol + 9eem Wasser + 1 cem 
mol. Citroneusaure . . 

0,5¢ Hefepriparat + Isopropylalkohol+8,5 Seem W asser-+0,5 em 
mol. Citronensaure + 1 cem mol. neutr. Na-Citrat 

0,5 g Hefepraparat + Isoprupylalkohol + 9cem Wasser + 1 ecm 
mol. neutr. Na-Citrat . . 

05g Hefepraparat + Isopropylalkohol - Ycom Wasser 
+ 0.5¢cem mol. neutr. Na Citrat + 0,5cem n NaOH. 

0,5 2 Hefepraparat + Isopropylalkohol + 85ccem Wasser 
+ 0,5cem mol. neutr. Na-Citrat + 1,0cem n NaOH. 

0,5 g Hefepriparat + Isopropylalkohol + 8,25cem Wasser 
+ 0,5cem mol. neutr. Na-Citrat + 1,25cem n NaOH 

05g Hefepraparat + Isopropylalkohol + 8 cem Wasser 
+ 05ccem mol. neutr. Na-Citrat + 1,5cem nNaOH. . 

0,5 g Hefepraparat + Isopropylalkohol + 7,5ccem Wasser | 

0,5cem mol. neutr. Na-Citrat + 2cem n NaOH 


| 
j 
k—x| 
11 [ey 


Abb. 2 
EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Wirkung der Alkoholdehydrase. 
mg Aceton aus Isopropylalkohol durch Alkoholdehydrase bei 22° in 2 Stunden gebildet. 


5. Die Wirkung von Cyanion auf die Hefe-alkoholdehydrase. Ganz 
unerwartet erwies sich die Hefe-alkoholdehydrase als unempfindlich 


1 S. Mahdihassan, diese Zeitschr. 226, 203, 1930; M. Gutstein, Protoe 
plasma 17, 454, 1932. 
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gegen Cyanion, auch wenn O, Akzeptor ist. Aus Tabelle II geht hervor 
daB noch in m,100 neutraler KCN-Lésung die Acetonbildung aus 
Isopropylalkohol 90°, von der Acetonbildung ohne KCN ausmacht. 
Dies war um so mehr unerwartet, weil die Essigbakterien-alkohol. 
dehydrase, wenn O, Akzeptor ist, schon durch m/10000 HCN ge- 
hemmt wird!; Hirsch? hat gefunden, daB Leber-alkoholdehydras: 
cyanempfindlich ist, aber fiir seine Versuche verwendete er 10 cen 
10°,iges KCN auf 20g Leber + 10 ccm Wasser — méglicher- 
weise wird die Leberalkoholdehydrase nicht durch geringe Cyan- 
ionkonzentrationen gehemmt. 


Tabelle II. 


Wirkung von HON. Fiir jeden Versuch wurde 0,75 g Hefe-alkoholdehydrase 
praparat Nr. 21 in 6,5 cem mit HCl neutralisierter KC N-Lésung verwendet. 
AuBerdem wurde entweder 0,1 cem 63°, iger Lsopropylalkohol oder 0,1 cem 
Wasser zugesetzt und 2 Stunden bei 22° rotiert. Die gebildeten Aceton 
mengen wurden dann abdestilliert und titriert. Die ,.Acetonmengen”’ 
ohne Jsopropylalkoholzusatz schwankten zwischen 0,11 und 0,13 mg und 
sind von den Zahlen in der Tabelle abgezogen. Kontrollversuch: Isopropy! 
alkohollésung in Wasser und in m/100 HCN bei 22° in 2 Stunden rotiert 
gab bei Destillation kein Aceton. 


mg Aceton gebildet in 2 Stunden bei 22° und bei verschiedenen HCN- 
Konzentrationen. 





Ohne HCN m/10000 HCN m/100 HON m/10 HON 


1,07 0,91 0.95 0,89 0,88 0,52 


Die einzige andere Acrodehydrase*®, die Unempfindlichkeit gegen 
Cyanionen besitzt, ist die Nanthindchydrase. 


6. Das Vorkommen von anderen Dehydrasen in dem gefdllten Maze- 
rationssaft. Mit Hilfe der Thunberg-Methode wurde ferner untersucht, 
ob neben der Alkoholdehydrase auch andere Dehydrasen in den ge- 
fallten Mazerationsséften vorhanden waren. Im ganzen wurden 42 
organische Verbindungen auf ihre Fahigkeit als Donatoren zu wirken 
untersucht. Als Wasserstoffakzeptor diente Methylenblau. 


Methylenblaulésung wird auch ohne Zusatz von Donatoren durch 
Hefepraparate reduziert. Diese Eigenreduktionszeit wurde in jeder Ve! 
suchsserie durch drei bis vier Ansaétze gemessen. Wenn das Mittel der 
Eigenreduktionszeiten z. B. 89 Minuten war, wahrend die Reduktionszeit 


1 DP. Miiller, diese Zeitschr. 254, 102, 1932. Leider sind die Zahlen 
mg HCN, die auf der Abszisse der Abb. 2, 8S. 108, aufgetragen sind, unrichtig 
Aus Tabelle V ergeben sich die Zahlen 2, 7, 27, 58, 270 und 2700 mg HCN 
pro Liter. — *? J. Hirsch, ebenda 77, 129, 1916. — * Aerodehydrase 
Dehydrase, die auBer anderen Akzeptoren auch den freien Sauerstoff al- 
Wasserstoffakzeptor verwenden kann. 
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im Athylalkoholansatz 32 Minuten betrug, wurde der Athylalkoholwert 


mit multipliziert. Die in dieser Weise gefundenen Zahlen, die in Ta- 


89 
belle ITI zusammengestellt sind, zeigen somit unmittelbar die bei Zusatz 
von Donator gefundene Reduktionszeit, wenn die Reduktionszeit 
Donator 100 ist. 22 Verbindungen vermochten die Reduktionszeit 
auf 14 bis 70°, herabzusetzen und fiinf Verbindungen aut 70 bis 92°,. 
Ob nun diese Beschleunigung davon herriihrt, dali die beschleunigenden 
Verbindungen von Dehydrasen dehydriert werden (Donatoren 
strictu sind) oder ob sie die Eigenreduktion der Alkoholdehydraselésung 
unentschieden und 1la6t sich erst wenn 
man die Abbauprodukte der zugesetzten ,,Donatoren™ isoliert hat. Nur 
fir Isopropylalkohol (J/déller, 1. ¢.) und Milehséure! sind die Dehydrierungs- 
produkte — bzw. Aceton und Brenztraubenséure nachgewiesen. 


ohne 


sensu 


beschleunigen, ist entscheiden, 


Tabelle IIL. 
In jedem Thunberg-Rohr 0,1 cem Hefe-alkoholdehydraselésung (5 mg 
Trockensubstanz), 0,1 cem Methylenblau 4/5599) und 0,1 cem Wasser oder 
0.1 cem m/10 Donatorlésung. Die Gesamtkonzentration von Donator war 
somit m/30. Die Saéuren wurden in mit KOH neutralisierten Lésungen 
verwendet. Die Reduktionszeit ohne Donator 100 Minuten (‘). Die 
Verbindungen, die als Donatoren fungieren, sind mit * bezeichnet. 
M. Mittel. 


Monovalente, aliphatische Alkohole. 


101’, 94’, 103’. M. 
40’, 35, 31’, 39’, 
35°, 34’, 40’, 34, 
35,1 + 0,85. 
*n-Propylalkohol. . . . . 3, 29, 37. 
*sek. Propylalkohol , 40’, 40’, 36’, 

40’, 33’, 43’, 40’, 

M. = 37,6 1,04’. 
“n-Butylalkohol ..... 257, 26, 29’, 35’. 
*Iso-Butylalkohol a0 oe 
*n-Amylalkohol . .... 3 
Iso-Amylalkohol, 105’, 
*n-primér Hexylalkohol 86’, 
*n-primér Heptylalkohol . 72’, 74’, 66’. M. = 71. 
*n-primér Octylalkohol . 56’, 75. M. = 66. 
*n-sekundéir Octylalkohol . 48’, 46’, 36’. M. 


99’, 99 


Methylalkohol 
*Athylalkohol 


, 


59’. M. 59’. 
48’, 46’. M. 
96’, 104’, 102’, 1 


5 
5’, 64, 
~/ or! 
& 37, 
96’, 


~we,/ ~~! -—-—- 
79, io, io. M. 


43’. 


Polyvalente Alkohole. 
68’, 64. M. = 68’. 


*Athylenglykol ; 
100’, 101’. M. = 102’. 


Glycerin 


Erytrit . 
*Adonit . 
*Mannit . 
*Sorbit 
*Dulcit 


1 FE. Bernheim, 


ebenda 9, 330, 


1915. 


Biochem. 


101’. M. 


LOW’. 


82’. M. 82’. 
60’. M. 55’. 


45’, 46’. M. 
53’. M. 


53’, 


22, 1178, 


1928; 


46’. 


50’. 


A. Harden u. 
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Aldehyde und Ketone. 
Formaldehyd . . . . . . mehr als 24 Stunden. 
Acetaldehyd .... . mehr als 300’. 


Rs sn ss bee ee 
Dioxyaceton ..... . 106’, 96, 97’. M. 


Pentosen und He.wosen. 
“hye... a es Eee. ae: 
l-Arabinose. . . . . .*. 100’, 106’, 104’. M. 
“EARN kk es EOS Se. a Se 
*d-Mannose’. kw 8 28, OO MR = 
"d-Galaktoss. .. 2. 0S 88; OR. OM. ='87’. 
“*Prustess . ww RT, OR. 
Neutrale K-Salze von den Sduren 

*“Ameisensdure. ..... 72’, 85. M. = 79’. 
Essigsfure . ... . . . mehr als 200’. 
one roe A Wee 
POaMINNS © 5... sao Boe OR) ee. 
oo ee is ke, ae. 
*Glycerinséure . . Sidi, wt Bk ile. ee 
Bernsteinsiure . . . . . 104’, 104’, 101’. M. 
[TS ba ee ee. ee 
*Citronensiure. ..... 68, 65, 68. M. 
Glukonsaure Sa Ee a0"; 140s 
5-Keto-glukonséure (Oxy- 

glykonsdure). . . . . 87’, 110’, 96’. M. 

Andere Verbindungen. 


Salicylalkohol, . . . . . 118’. 
Xenthin. ... «1... 96, 102. M. = 100. 


Es geht aus der Tabelle hervor, daB der gefallte Mazerationssaft 
keine Succinodehydrase!, Triosedehydrase oder Xanthindehydrase ent- 
hielt. Wahrscheinlich enthalten aber die Praéparate Lacticodehydrase, 
Glycericodch ydrase, Citricodchydrase und Malicodeh ydrase, weil resp. Milch- 
siure, Glycerinséure, Citronensiure und Apfelsiure die Reduktion von 
Methylenblau beschleunigen. Milchséiure beschleunigt tiberhaupt von 
den untersuchten Verbindungen am meisten. Bernheim? hat gefunden, 
daB Zymin sowohl Milchsaéure als Glycerinséure dehydriert, wahrend 
Zyminextrakte mitunter nicht Glycerinsiure dehydrieren, und er schlieBt 
daraus auf die Gegenwart von zwei Enzymen, Lactico- und Glycerico- 
dehydrase. Die erstere ist toluolempfindlich, die letztere nicht. 

Mit Ausnahme von Methylalkohol beschleunigen alle untersuchten 
aliphatischen, monovalenten, normalen, primaren und sekundaren Alko- 


' Nach H. Euler u. R. Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 44, 
1925, ist fiir Hefe-Succinodehydrase ein auswaschbares Coenzym notwendig. 


— * F. Bernheim, Biochem. J. 22, 1178, 1928. 
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hole die Methylenblaureduktion. Vielleicht wird die Dehydrierung in 
allen diesen Fallen durch eine und dieselbe Alkoholdehydrase bewerk- 
stelligt. Iso-Butylalkohol, aber nicht Iso-Amylalkohol, zeigt Donator- 
wirkung. Von den polyvalenten Alkoholen beschleunigen Glycerin 
und Erythrit nicht die Reduktion. Ob die anderen polyvalenten Alkohole 
durch dieselbe Alkoholdehydrase, die bei den monovalenten Alkoholen 
wirksam ist, dehydriert werden, ist unentschieden. Endlich beschleunigen 
Xylose (nicht aber Arabinose) und die Zymohexosen die Reduktion 
von Methylenblau. Vielleicht riihrt die Donatorwirkung der Zymo- 
hexosen davon her, da sie von Zymase bis C,-Kérper abgebaut werden, 
die dann als Donatoren fungieren. Die in Frage stehende C,-Verbindung 
miiBte ein bedeutend besserer Donator als Athylalkohol sein. 

Mehrere Verbindungen verlangsamen die Reduktion von Methylen- 
blau, sowie Formaldehyd, Acetaldehyd, Acetat und Glukonat. Es 
wire méglich, daB diese Verbindungen mit Methylenblau um den 
Wasserstoff konkurrieren. Eine Verlangsamung ist noch in m ‘600 Acet- 
aldehydlésung merkbar. 


Zusammenfassung. 

1. Durch halbstiindiges Erhitzen auf 58° wird die Aktivitat einer 
Hefe-alkoholdehydraselésung (py 6,3) auf 50°, herabgesetzt (Abb. 1). 

2. Das px-Optimum der Hefe-Alkoholdehydrase liegt zwischen 
7,5 bir 10. Zwischen px 10 und 11 geht die Aktivitat auf ein Minimum 
herunter. Von pu 7,5 bis 3,5 fallt die Aktivitat langsam ab (Abb. 2). 

3. Die Aktivitét wird in m/100 HCN nur wenig beeintrachtigt 
und wird erst in m/l0 HCN um 50% herabgesetzt. Die Hefe-alkohol- 
dehydrase gehért somit zu derselben Gruppe wie Xanthindehydrase, 
den cyanunempfindlichen Aerodehydrasen. 

4. Zahlreiche organische Verbindungen kénnen die Reduktion von 
Methylenblau in Gegenwart von gefalltem Mazerationssaft beschleunigen 
(Tabelle III). Wie viele Dehydrasen in den Praparaten zugegen sind, 
ist unentschieden. Die Praparate enthielten nicht Succinodehydrase, 
Triosedehydrase und Xanthindehydrase. 





Chinone als Fermentmodell. 


XII. Mitteilung: 


Metallsalze als Aktivatoren des Fermentmodells. 


Von 


Bruno Kisch und K. Sehuwirth. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitit 
Koln.) 


(Eingegangen am 25, November 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Daf die Katalyse oxydativer Desaminierung von Aminosauren 
durch Chinone bei Anwesenheit gewisser Salze reichere Ausbeuten an 
NH, gibt als sonst, ist bereits mitgeteilt worden; Sublimat! wurde in 
diesem Sinne als Aktivator ermittelt, jedoch nur bei Anwendung be- 
stimmter Katalysagene. Unwirksam erwiesen sich die Chloride ein- 
wertiger Kationen*, waihrend die der Erdalkalien deutlich wirksam 
waren, und zwar stets in der Reihenfolge Ba < Sr < Mg < Ca. Ohne 
EinfluB auf die Wirkung als Aktivatoren erwies sich das Anion der 
Salze zweiwertiger Kationen®. 

In Fortsetzung dieser Untersuchungen haben wir nun den Einflui 
von Metallsalzen auf die Katalyse oxydativer Desaminierung durch 
Chinone gepriift. Die Methodik war genau die gleiche wie bei den 
friiheren Versuchen*. Untersucht wurde zunachst der EinfluB von 
AICI, TIC, FeCl, CoSO,, NiSO,, CdCl,, HgCl,, CuSO,, AgNO,, 
AuCl;, PtCl,. 

Die Protokolle der mehrere Hundert zihlenden Versuchsreihen 
wiederzugeben, ist nicht méglich. Die Tabellen bringen die wesent- 
lichsten Ergebnisse in Mittelwerten. Gepriift wurde zunachst die Kata- 
lyse der oxydativen Glycindesaminierung bei Verwendting folgender 
Katalysagene: Oxyhydrochinon, Resorcin, Adrenalin, Brenzcatechin 
und Gallusséure. 

Die Tabellen lehren, daB die meisten der untersuchten Metall- 
salze deutliche Aktivatorwirkung austiben. Die Wirkung haingt vom 
Aufbau des ganzen Versuchssystems ab, nicht bloB von einzelnen seiner 
Bestandteile. So fallt auf, daB im Gegensatz zu anderen Metallsalzen 
TICI, und FeCl, das System Glykokoll/Oxyhydrochinon bei Phosphat- 


1 Diese Zeitschr. 242, 21, 1931. — 2 Ebenda 263, 98, 1933. — * Ebenda 
263, 195, 1933. — 4 Fermentforschung 138, 433, 1932. 
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162 B. Kisch u. 


pufferung aktivieren, bei Borat- 
pufferung nicht. Bei AICI, ist 
ahnliches beim System Glykokoll 
Adrenalin festzustellen. 

Die Pufferungsart ist also fiir 
die Aktivatorwirkung bei gewissen 
unserer Systeme bedeutsam!. Aber 
auch das Katalysagen ist es. Auch 
diesmal sahen wir, daB HgCl, wohl 
bei Verwendung von Brenzcatechin 
oder Adrenalin, nicht 
aber bei Oxyhydro- 
chinon als Kataly- 
sagen wirksam ist, 
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Abb. 1. Abb. 2. 

Stibstrat: Glykokoll: Substrat: Glykokoll; 
Puffer: Borat; Kata- Puffer: Borat; Kata- 
lysagen: Oxyhydro- lysagen: Adrenalin ; 
chinon ; Aktivator: Aktivator: m/10 000 

m/10000 Fe Cl,;. Fe Cl, (Mittelwerte 

Akti- aus 2 Versuchen). 
vator- it | Akti- 
zusatz. » Vator- 


o——o mit 
e e ohne | 


wie dies schon friiher? festgestellt 
wurde. DaB die Wasserstoffionen- 
konzentration des Ansatzes auch 


1 Nahere Untersuchungen _hier- 
iiber fiihrt zur Zeit Schuwirth im 
hiesigen Institut aus. — ? Diese 
Zeitschr. 242, 21, 1931. 


K. Schuwirth: 


Tabelle IV. 
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fir die Intensitat der Aktivatorwirkung wesentlich ist, zeigt an 
zwei Beispielen Abb. 1 und 2. 

Allgemein zeigt sich die Bedeutung der Konzentration des Akti- 
vators derart, daB jeder Aktivator ein (auch von der Durchliiftungs- 
stirke und anderen Faktoren abhangiges) Minimum, Optimum und 
Maximum seiner wirksamen Konzentration hat. Ein Uberschreiten 
der maximalen Aktivatorkonzentration fiihrt in der Regel zu einer 
Hemmung der NH,-Ausbeute. Die Héhe von Optimum, Minimum 
und Maximum der Aktivatorkonzentration ist ceteris paribus fiir die 
verschiedenen Metallsalze verschieden. 

Auffallig ist die hochgradige Aktivatorwirkung von CdCl,, deren 
Minimum in manchen Versuchen bei einer Konzentration von m/2000000 
gefunden wurde. Auf Grund dieser Erfahrung soll dem Cadmium als 
Aktivator oxydativer Katalysen in Zukunft besondere Aufmerksamkeit 
gewidmet sein. 

Inwieweit die Aktivatorwirkung an die Anwesenheit freien Sauer- 
stoffs im Reaktionssystem gebunden ist, wird zurzeit noch untersucht. 

Betont sei schlieBlich, daB die optimale Aktivatorwirkung der 
meisten jetzt untersuchten Metallsalze bei niedrigerer Konzentration 
liegt als die der friiher untersuchten Salze der Erdalkalien'. 


Zusammenfassung. 


Der EinfluB geringer Mengen (m/2000000 bis m,/1000) von Metall- 
salzen auf die NH,-Ausbeute bei der katalytischen Desaminierung von 
Glykokoll durch Chinone wird gepriift. 

Von Einflu8 auf die Aktivatorwirkung erwies sich die Art des 
Katalysagens und des Puffers, die Wasserstoffionenkonzentration des 
Systems, sowie Art und Konzentration der Aktivatoren, unter denen 
CdCl, besonders wirksam gefunden wurde. 


1 Diese Zeitschr. 263, 98, 1933. 





Uber die Aktivierung des Prochymosins. 


Von 
Rich. Ege und Erling Lundsteen. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat, Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 25. November 1933.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Zwischen Pepsin und Chymosin besteht in beinahe samtlichen 
Beziehungen eine auBerordentlich groBe Ahnlichkeit. Pepsin ist  be- 
kanntlich in den Driisenzellen des Ventrikels in Gestalt einer wirksamen 
Vorstufe, Propepsin, vorhanden, und gemaB den gewohnlichen Angaben 
jst das gleiche mit dem Chymosin der Fall. 

Hedin' lehnt jedoch diese Auffassung ab, meint vielmehr, daB die 
Unwirksamkeit des Enzyms dem Vorhandensein enzymhemmender Stoffe 
zu verdanken ist. Lércher? findet eine nur geringfiigige Aktivitat des frisch 
hergestellten Kalbsmagenextraktes; nach Sdéureaktivierung steigert sich 
diese Aktivitaét bis auf ungefaihr das 20fache. Holwerda* behauptet, dal 
in Kalbsmagenextrakt neben dem Lab eine Vorstufe desselben vorhanden 
sein muB, welche durch Saéurezusatz aktiviert wird. Die ganze Erscheinung 
scheint somit in groben Ziigen dem Verhaltnis zwischen Pepsin und Pro 
pepsin zu entsprechen. Immerhin scheint es, als ob man oft in wisserigen 
neutralen Kalbsmagenextrakten neben der Enzymvorstufe sehr kennbare 
Mengen des aktivierten Enzyms vorfindet, wihrend uns — was das Pepsin 
betrifft — in wasserigen neutralen oder sehr schwach sauren Extrakten fast 
ausschlieBlich Propepsin begegnet (Ege und Thygesen‘). 

Neuere diesbeziigliche Untersuchungen scheinen nur seitens Holwerda. 
Tauber und S. Kleiner® vorzuliegen. 

Nach der Ansicht von Holwerda findet die Aktivierung bei 25° (ohne 
gleichzeitige Destruktion) nur statt bei Reaktionen zwischen 4,7 bis 5. 
bei 37° bei Reaktionen zwischen 5,1 bis 5,3. 

Es sei jedoch hervorgehoben, da8 dieses Ergebnis kaum das biologische 
Interesse besitzt, welches man auf den ersten Blick geneigt sein méchte. 
demselben beizumessen —- die genannte Reaktion stellt das Optimum fii 
Chymosin dar —, indem die Aktivierung in Holwerdas Versuchen nur wenig 
ausgesprochen ist. Die Steigerung der Aktivitat betragt namlich nur 
ungefahr 25°,, und die Aktivierung bei den genannten Reaktionen bean 
sprucht mehrere Tage. 

DaB Holwerda nur bei diesen Reaktionen und nicht bei starker saure? 
Reaktion eine Aktivierung vorfindet, sollte nach seiner eigenen Erklarung 
darauf zuriickzufiihren sein, daB bei stairker saurer Reaktion eine Destruktion 
des Enzyms Platz greift, was indessen mit den tatsachlichen Verhaltnissen 


' Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physik. Chem. 72, 187, 1911. — ? Pfliigers 
Arch. 69, 141. — * Diese Zeitschr. 184, 381, 1923. — 4 Ebenda, 264, 13. 


1933. — 5 Tauber u. Kleiner, J. of biol. Chem. 96, 755, 1932. 
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nicht iibereinzustimmen scheint. Kleiner und Tauber weisen in Uberein- 
stimmung mit Holwerda nach, daB bei px 5,3 eine langsame Aktivierung 
stattfindet, wahrend dieselbe bei py = ungefahr 1 momentan eintritt; bei 
dieser stark sauren Reaktion findet tibrigens eine langsame Destruktion 
des Enzyms statt. 


Da die Angaben somit teils widerspruchsvoll, teils nur wenig er- 
schépfend sind, haben wir es fiir wichtig gehalten, die Aktivierung 
des Prochymosins naher zu untersuchen; hierdurch wird gleichzeitig 
Aufschlu8 dariiber zu gewinnen sein, ob in dieser Beziehung zwischen 
Pepsin und Chymosin Unterschied oder Ahnlichkeit herrscht. 


Das Prochymosinpraparat, mit welchem wir gearbeitet haben, wurde 
durch Extraktion aus getrocknetem Kalbsmagen (vierter Ventrikel) 
hergestellt. (Der untere mehr dickwandige Teil wird nicht benutzt.) 
Fir die Extraktion wurde teils destilliertes Wasser, teils sekundires 
Phosphat benutzt. 


Die Chymosinbestimmungen wurden nach Ege und Thygesen vor- 
genommen. Die Technik fiir die Chymosin- und Pepsinbestimmung 
bedarf keiner Erlauterung. 

Nach der Ausarbeitung, aber vor der Ver6éffentlichung der genannten 
Chymosin- (bzw. Pepsin-) Bestimmungsmethode hat Holter! eine sehr 
genaue, auf Messung der Viskositatsinderungen in einem kiinstlichen 
Casein-Ca-Substrat basierte Methode fiir Labbestimmung ver6éffentlicht. 
Diese Methode ist erheblich komplizierter als die unserige, und es scheint, 
daB dieselbe mit derselben Unzuverlassigkeit der Bestimmungen an ver- 
schiedenen Tagen wie die unserige verkniipft ist, falls man nicht, wie Ege 
und Thygesen es getan haben, die Bestimmungen mittels eines konstanten 
Enzympraparates korrigiert. AuBerdem sei bemerkt, dai das von Holter 
benutzte Substrat nicht so gut gepuffert ist, wie wir es wiinschen. 

Wahrend nach Ege und Thygesen zwischen Enzymmenge und 
Koagulationszeit indirekte Proportionalitaét besteht?, weist Holter 
nach, daB dies bei der von ihm benutzten Methode zur Labbestimmung 
nicht der Fall ist; es wird deshalb erforderlich sein, hier, wo eben von 
Labbestimmungen die Rede ist, diese Frage aufs neue zu priifen. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, sind die benutzte Enzymmenge 
und die gefundene Koagulationszeit beinahe indirekt proportional, 
was daraus hervorgeht, daB die fiir 1 cem berechnete Enzymkonzentra- 
tion ziemlich davon unabhiangig ist, ob fiir die Bestimmung derselben 
‘549, Oder '/;ccm benutzt worden ist; solange die Koagulationszeit 
zwischen ungefahr 20 und *), bis 1 Minute liegt, betragen die Ab- 
weichungen — 10%. 


1 Diese Zeitschr. 255, 160, 1932. — ? In der betreffenden Tabelle hat 
sich ein Druckfehler eingeschlichen, indem die Koagulationszeit bei 0,08 cem 
1 Minute 5 Sekunden, nicht 1 Minute 9 Sekunden ist. 





R. Ege u. EE. Lundsteen: 





Berechnete 
Koagulationszeit Labkonzentration Dieselbe 
fiir unverdannte korrigiert 
Sek. Probe 


1275 22,2 22:8 
695 22.4 22,5 
316 22, 22.6 
305 20,8 21,2 
265 21,8 
235 21,0 
216 19,6 
185 19,1 
132 21.4 
105 20,1 

70 20 

81 19,1 
69 18,4 
5 19,1 
54 18,3 
47 18 

38.5 18,3 
24 17,6 
18 15,7 


(Koagulationszeit fiir 0,1 cem 0,19/9 Armour-Pepsin = 141 Sekunden) 


In den vorliegenden Versuchen wurden wie bei den Arbeiten von 
Ege und Thygesen derartige Mengen benutzt, daB die Koagulation 


mindestens * , Minuten und héchstens 3 bis 5 Minuten beansprucht 
Innerhalb dieser Grenzen darf man bei der durch diese Methode erreich- 
baren Genauigkeit — ungefahr 5 bis 10% — mit indirekter Pro- 
portionalitat rechnen. 


Eine Betrachtung der Reihe im ganzen zeigt immerhin einen 
regelmaBigen Gang der Zahlen, ohne daB jedoch den aus den letzten 
Koagulationszeiten berechneten Enzymaktivitaten ein zu groBer Wert 
beigemessen werden darf, da der bei diesen kurzen Zeiten entstehende 
Fehler selbstverstindlich sehr bedeutend werden kann; wir moéchten 
aber ausdriicklich hervorheben, daB der systematische Fehler unserer 
Methode viel geringer ist als derjenige, den Holter bei seiner Methode 
festgestellt hat. 


Die Erklarung diirfte sehr wahrscheinlich in der von Holte) 
angegebenen Richtung zu suchen sein. Denken wir uns namlich, 
daB die mit dem durch Einwirkung des Labs auf das Caseinogen ge- 
bildeten Casein erfolgende Aggregation eine gewisse Zeit beansprucht. 
bevor die Ausflockung sichtbar wird, dann darf keine vollstandige 
Proportionalitaét erwartet werden. Die fiir die Aggregation beanspruchte 
Zeit muB indessen eine sehr kurze sein und kann kaum mehr als wenige 
Sekunden ausmachen. 
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Bringt man also z. B. den hier angefiihrten Koagulationszeiten 
5 Sekunden in Abzug, so ergeben sich die Werte der letzten Kolonne, 
und der systematische Gang der Werte ist eliminiert. 

Diese Korrektion ist ohne gréBere Bedeutung und wurde in der 
vorliegenden Arbeit nicht benutzt. Dagegen wurden, soweit méglich, fiir 
die Proben derartige Mengen gewahlt, da die Koagulationszeit zwischen 
ungefahr 1 bis héchstens 4 bis 5 Minuten liegt. Entsprechende 
Resultate sind von EF. Lenk! gefunden worden. Er fand jedoch bei 
weitgehender Verdiinnung des Enzyms eine Zunahme des Produkts, 
Enzymkonzentration und Koagulationszeit, was wahrscheinlich auf eine 
Destruktion des Chymosins zuriickzufiihren ist, da seine Versuche 
bei der natiirlichen Reaktion der Milch ausgefiihrt wurden 


Herstellung des Prochymosinpriparates. 

Da das praformierte Chymosin (bzw. Pepsin) bei  alkalischer 
Reaktion sehr wenig haltbar ist, haben wir uns entschlossen, fiir die 
Extraktion versuchsweise eine eben alkalische Fliissigkeit in An- 
wendung zu bringen. 

Wie aus dem Versuch hervorgeht, ist es uns indessen nicht ge- 
lungen, einen vom aktiven Enzym vollstandig freien Extrakt zu ge- 
winnen. 


15g Kalbsmagen -+ 200cem sekundiéres Phosphat. Nach Verlauf einer 
Viertelstunde Zusatz von 10 cem n NaOH. 





Aktives E. 
Aktives ‘ in °\9 des 
Enzvm Gesamtenzym Gesamt- 

enzyms 


Nach 20 Min. Extraktionszeit. . ..... . 13 Kinheiten 9 
2 . , eae eae 1.2 


100: is Boeri oa 03 18 
weitere 20 Std. Stehenlassen im Kis- 
schrank, danach dekantiert und filtriert . 0,2 18 
Pu — 84 (kolorimetrisch) . 


Immerhin ist der Extrakt, welcher nur ganz unbedeutende 
Mengen priformierten Chymosins enthalt, fiir eine Untersuchung 
des Einflusses der Reaktion auf den Aktivierungsvorgang wohl geeignet. 


Einflu8 der Reaktion 
auf die Aktivierungsgeschwindigkeit des Prochymosins. 
Als Beispiel eines der vorgenommenen Versuche seien hier die 
Ergebnisse bei py 4,66 angefiihrt. 


1 Diese Zeitschr. 178, 105, 1932 





168 R. Ege u. E. Lundsteen: 


0.5 cem Extrakt + 20 cem Acetat-Essigsaure (Walpole), py 4,6. Reaktion 
des Gemisches py = 4,66. 





Zeit nach Vermischung Einh. 9} 


1 Min. .. Pat 0,65 + 
eta en 1,6 10 
(an ; — : 2,0 12 
RENO ene ; 3,8 24 
498 , é Aen! 4.8 30 
a hid... rd 10,5 66 

2x 24Std. .. ; 15,0 94 


Die Ergebnisse der tibrigen Versuche sind teilweise aus neben- 
stehenden Kurven ersichtlich. Die Versuche bei px 4,66, 5,06 und 5,74 
sind nicht verzeichnet. Mit Bezug auf letztgenannten Versuch sei 
bemerkt, daB nach dem Verlauf von 10 Tagen 1,7 Chymosineinheiten 





700 


90 


80 


Ss 


g 


S 50 
$s 
& 


cS 











20 YO 60 80 0 120 TO 160 180 200 20 24% 260 
linuten 


Abb. 1. 

vorhanden waren. Das Praparat enthielt urspriinglich (nach Total- 
aktivierung) 18 Einheiten; hiernach sollten somit nur 10% aktiviert 
worden sein. Eine zur betreffenden Zeit vorgencommene Bestimmung 
ergab indessen, da (nach Totalaktivierung) nur noch 13 Einheiten 
vorhanden waren, d.h. da wahrend des Versuchs eine Destruktion 
stattgefunden hat, welche das Ergebnis etwas kompliziert. Denken 
wir uns, daB ausschlieBlich das Chymosin (und nicht das Prochymosin) 
von der Destruktion betroffen worden ist, so besagt dies, daB eine 
Menge von 1,7 + (18 bis 13) = 6,7 Einheiten = 37%, aktiviert wurde, 
d. h. also eine héhere Aktivierungsgeschwindigkeit als direkt aus den 
Zahlen zu ersehen; alles in allem zeigt der Versuch immerhin eine sehr 
langsame Aktivierung bei 40° und px = 5,6. 

Bei den iibrigen Reaktionen sind sowohl das Prochymosin als 
das Chymosin innerhalb der benutzten Versuchszeiten haltbar. Die 
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Ergebnisse bei den ubrigen Reaktionen lassen sich aus den Kurven 
ablesen. Wie aus den Aktivierungskurven ersichtlich, scheinen dieselben 
zunachst (bis zur Halbaktivitat) geradlinig zu verlaufen. 

Der Aktivierungsverlauf scheint somit nicht, wie Fuld! angibt, 
einem einfachen monomolekularen Vorgang zu entsprechen. Wir haben 
es daher vorgezogen, an Stelle einer Berechnung einer Geschwindigkeits- 
konstante die Geschwindigkeit des Aktivierungsvorganges durch den 
reziproken Wert der fiir 50°%,ige Aktivierung beanspruchten Zeit 
auszudricken. 


Aktivierungsgeschwindigkeit bei 39,5°. 





wat tert ; Log (Aktivie- 
oH Zeit Aktivierungs- rungs- 


~< des TA ers Min. geschwindigkeit* — -oschwindigkeit) 
1), 1,602 
Citrat 3,77 28 , 0,32 
3, 7 3 ~ 61) 
94 ) :- 0,2 
> 0,46 
"0.6 
0,037 - 1,11 
0,014 * 1,85 
mehr als 19000 weniger als 0,003 
* | Aktivierungsgeschwindigkeit*' 1: Zeit fiir 50°, ige Aktivierung in 
Stunden ausgedriickt. 


Wie aus einem Vergleich dieser Versuche mit denjenigen von 
Ege und Thygesen hervorgeht, scheint der Aktivierungsverlauf eines 
Schweinemagenextraktes (Propepsin) und 
eines Kalbsmagenextraktes (Prochymosin) 
in groben Ziigen tibereinzustimmen. 

Mit Bezug auf die Aktivierungsge- 
schwindigkeit des in der Ventrikelschleimhaut 
vorkommenden Enzyms besteht zwischen 
den beiden Enzymen eine ziemlich genaue 
Ubereinstimmung, die Aktivierungsge- 
schwindigkeit des Propepsins scheint jedoch 
von der Reaktion mehr abhangig zu sein 
als diejenige des Prochymosins, dessen 
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(nach Ege u. Menck-Thygeser) 
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Aktivierungsgeschwindigkeit indessen auch Attvierungsgesohm 

sehr stark von einer Steigerung der des Proctymoasins 
: ; bei 39,5 
Wasserstoffionenkonzentration —beeinfluBt 

wird. Eine Verzehnfachung der letzteren 

fiihrt eine hundertfache Steigerung der 

Aktivierungsgeschwindigkeit herbei. 





1 Ergebnisse d. Physiol. Biochem. 1, 468, 1902. 
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Wir vermochten somit die Versuchsergebnisse von Aleiner und 
Tauber nicht zu bestatigen, wonach zwischen den beiden Extrakten 
ein ausgesprochener Unterschied bestehen soll, indem das Propepsin 
angeblich nicht aktiviert wird, bevor die Reaktion saurer wird als 
pu — 2,8, was dagegen wie auch wir gefunden haben — mit dem 
Prochymosin der Fall ist. 

Bei Kérpertemperatur ist jedoch eine so saure Reaktion wie 3,5 bis 3 
erforderlich, um die Aktivierung des Prochymosins nicht so lange auf- 
Ao zuhalten, da der Umstand, daB das 


— Attivierungsgescew.des\ "Enzym in Gestalt des unwirksamen 
Prooh 


? O4 . . . 
yn.oe385° | Enzymogens sezerniert wird, auf dic 
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sauer) — was gewohnlich als Optimum 
fiir Chymosinwirkungen  angegeben 
wird — derart geringfiigig, daB es 
auBerst zweifelhaft ist, ob eine meb- 
bare Aktivierung wahrend des Aufent. 
haltes im Ventrikel tberhaupt statt- 
finden wird, falls die Reaktion nicht 
saurer wird, und falls die Reaktion 
saurer wird, wird die saure Reaktion an sich eine Fallung von 
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Abb. 3. 


Caseinogen (Saurefaillung) herbeifiihren. 

Diese Verhaltnisse tragen also nicht eben dazu bei, das Verstandnis 
dgr Bedeutung des Chymosins zu erleichtern. 

Behufs Erlauterung des Einflusses der Temperatur auf die Akti- 
vierungsgeschwindigkeit haben wir einige Versuche vorgenommen. Der 
hierfiir benutzte Extrakt wurde aus 5g Kalbsmagen in 100 ccm H,O 
hergestellt. Extraktionszeit ungefihr 2 Stunden. 





Pu = 3,15 Pu = 3,5 
Aktivierungs- Aktivierungs- 
oC. geschwindigkeit geschwindigkeit 


Temperatur 


40 40 
19,5 9,2 
1,5 2,4 


Da fiir diese Aktivierungsversuche Kalbsmagenextrakt benutzt 
wurde, sollten sie vorwiegend Chymosin (bzw. Prochymosin) enthalten 
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Der im Versuch bei 39,5° benutzte Extrakt wurde bei deutlich 
alkalischer Reaktion extrahiert, um nebenbei eine Destruktion etwa 
vorhandenen Pepsins (Propepsins) zu erreichen. Es ist uns indessen 
im Gegensatz zu Kleiner und Tauber — nicht gelungen, ein von Pepsen- 
Aktivitaét vollstandig freies Produkt zu gewinnen; das Praparat, mit 
welchem wir arbeiten, besitzt aber eine Labaktivitat, welche seiner 
Pepsinaktivitat gegeniiber zehnmal so grok ist als diejenige des Armour- 
Pepsins. 

Spontane Aktivierung. 

Wie aus obigen Versuchen hervorgeht, ist die Aktivierungs- 
geschwindigkeit des Prochymosins bei Reaktionen schwacher sauer 
als 5,6 eine auBerordentlich langsame. Die von uns beobachtete Tat- 
sache, dafi bei Reaktionen um den Neutralpunkt hergestellte Kalbs- 
magenextrakte nach einigem Stehen neben Prochymosin nicht un- 
betrachtliche Chymosinmengen enthalten kénnen, hat uns deshalb 
iiberrascht. 
15g Kalbsmagenextrakt + 300cem sekundiares Phosphat. Bei diesem 

Versuch hat keine Dekantierung stattgefunden. 





Nach 11 Min. Extraktionszeit Pov aes reece ee 
ts ee ee oe, 23 

a eee eae Pee eS Samer 30 

Sere UNGeN = wk ee we 0,4 39 1,9 

69 ; en ae ees 2,3 29 8,3 

94 1/5 % Se 0 ca aes he 13,8 29 47,6 

119 . Se ee eee ee 18,6 27 62 

141 e ESN he ar mer 16,4 23 71,3 


Entsprechender Versuch (Dekantierung des Gewebes nach ungefali 
11/, Stunde). 





Aktives Total- Aktives Ch. 
Chymosin chymosin Total Ch. 


69 Min. (vor Dekantierung). . . 0,9 53 
Gerla BOUIN oe i ee a 0,58 45 
50 0 a a rah es. ye 0.9 47 
ax 26 Btuntien . . . 2 ss 11 28 
5 x 24 4 gee een 2 17 


Reaktion py 7,2 bis 7,3. 


Auch hier begegnet uns eine spontane Aktivierung: bemerkenswert 
ist aber, daB dieselbe erst nach dem Verlauf von zweimal 24 Stunden 
einsetzt, was vielleicht darauf hindeuten kénnte, daB die Aktivierung 
Bakterien zu verdanken sei. Zu den Zeitpunkten, wo erhebliche Mengen 
praformierten Chymosins gebildet worden waren, war die Probe deutlich 
und stark infiziert. 





R. Ege u. E. Lundsteen: 


Es mu beachtet werden, dai die Reaktion in den obengenannte: 
Versuchen schwach basisch war, weshalb eine deutliche Destruktion 
der gesamten Chymosin-(Prochymosin-) Menge stattgefunden hat. 

Im nachstehenden Versuch wurde fiir die Extraktion destilliertes 
Wasser verwendet: tbrigens wurde zwecks Hemmung des Bakterien 
wachstums Natriumbenzoat zugesetzt. 


5g Kalbsmagen + 200cem H,O + 1l0cem 10° ig. Na-Benzoat. 





Freies Total- Relation 
Chymosin chymosin 


16 Min. afoot 6 
aoe ae 8 
5 15 
17 
15 
16 
18 


6,2. 


Hier, wo das Bakterienwachstum durch Benzoatzusatz gehemmt 
wurde, ist die Aktivierung (trotzdem die Reaktion, im Gegensatz zu 
den beiden vorstehenden Versuchen, in schwach saure Reaktion ver- 


schoben wurde) viel langsamer. Es diirfte kaum Zweifel unterliegen, 
daB die bei sehr schwach sauren, neutralen oder basischen Reaktionen 
stattfindende Aktivierung, welche sich vgl. die ersten Versuche 

nicht als Saiureaktivierung erklaren ]éBt, einer bakteriellen Zersetzung 
des Prochymosins zu verdanken ist, durch welche das Chymosin frei 


gemacht wird. 

Friiher hat Warren (nach Fuld! zitiert) Bakterien als zymo- 
genetisches Agens hervorgehoben, Fuld scheint jedoch geneigt, hiervon 
Abstand zu nehmen, indem er teils darauf aufmerksam macht, da 
das in den Prochymosinpraparaten nachgewiesene Lab méglicherweise 
den Bakterien selbst entstammen mag, teils geltend macht, daB dasselbe 
einer Saéureaktivierung zu verdanken sei, indem als Folge der bakteriellen 
Vorginge eine Reaktionsverschiebung nach der sauren Seite hin statt- 
gefunden haben mag. Der letztgenannte Einwand ist durch obige 
Versuche entkraftet worden, in welchen die Reaktion stets eine der- 
artige war, daB eine Saureaktivierung nicht stattgefunden hat. Die 
fiir den Totalchymosingehalt gefundenen Werte deuten nicht darauf 
hin, daB das Chymosin Bakterien entstammen sollte. Vielmehr miissen 
somit die Bakterien das Prochymosin aktiviert haben. 

Denkt man sich etwa das Prochymosin als eine Verbindung zwischen 
Chymosin und einem Eiweibstoff, dann mite es eventuell méglich sein, 


' Ergebn. d. Physiol. Biochem. 1, 468, 1902. 
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Aktivierung des Prochymosins. 


das aktive Chymosin mittels einer Proteolyse frei zu setzen. Dies ist, 
wie aus nachstehendem Versuch hervorgeht, tatsachlich der Fall. 


5cem Kalbsmagenextrakt (urspriinglicher Gehalt an freiem Chymosin 

1,2 Einh., an Totalehymosin 21 Einh.) + 5cem 1°, ige Pankreatin- 
lésung! + 10cem Acetatpuffer, py 5.4. Berechneter Gehalt an praformiertem 
Chymosin = 0,3, berechneter Gehalt an Totalchymosin 5. pu des Ge- 
misches = 5,47. Saureaktivierung deshalb ausgeschlossen. Temperatur 40°C. 





Freies Total- Relation 
Chymosin chymosin Diy 


Berechneter Ausgangswert . .. . 0,3 5 
1 Min. nach Mischung..... . 0.8 
¢ ne : 1 


4,1 


2.4 62 


Am folgenden Tage war freies Chymosin beinahe verschwunden 
(Totalchymosin wird nicht bestimmt). Der Versuch zeigt somit eine 
ziemlich schnelle Aktivierung als Folge des Pankreatinzusatzes. Hier 
sei_ hinzugefiigt, da Pankreatin auBerdem auf Chymosin (und Pro- 
chymosin ?) destruierend wirkt. 


Zusammenfassung. 

Wasserige Kalbsmagenextrakte (py — ungefaihr 6) enthalten nur 
verschwindend kleine Mengen aktiven Chymosins (ungefaihr 5 bis 10°, 
der totalen Enzymmenge). 

Bei 40° setzt die Saureaktivierung erst ein bei einer Reaktion 
starker sauer als pa = 5. Da das Optimum fiir Chymosinwirkung nach 
der gewéhnlichen Angabe um px 5 bis 6 liegt, besagt dies, daB man bei 
den fiir das Enzym optimalen Reaktionen keine Aktivierung des Chymo- 
sins erreicht, sondern da fiir die Herbeifiihrung einer Aktivierung eine 
deutlich saurere Reaktion erforderlich ist. 

Die Aktivierungsgeschwindigkeit nimmt mit der Reaktion sehr 
stark zu: so beansprucht halbe Aktivierung bei 40° und py 3,4 '/, Stunde, 
bei pu ungeféhr 3 11), Minute; bei Stehenlassen durch langere Zeit 
findet selbst bei Reaktionen um 7 eine spontane Aktivierung statt, 
welche zweifellos einer wahrscheinlich als eine Proteolyse zu deutenden 
Bakterieneinwirkung auf das Prochymosin zu verdanken ist. 

Die gleiche Aktivierung ist mittels Pankreatin erreichbar. 


! Die Labaktivierung der Pankreatinl6sung erwies sich als ver- 
schwindend klein (ungefahr 0,02 Einh.). 





Einfache und schnelle 
mikroanalytische Tabakuntersuchungsmethoden. 


V. Mitteilung!: 
Die mikrotitrimetrische Bestimmung des Ammoniaks im Tabak. 


Von 
J. Bodnar, Vitéz Ladislaus Nagy und Ladislaus Barta. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 1, Dezember 1953.) 


Im frischen, griinen Tabak kann Ammoniak héchstens in Spuren 
nachgewiesen werden, fermentierte Tabake dagegen enthalten durch- 
schnittlich einige Zehntelprozent Ammoniak. 

Kosutany (1) fand in 146 fermentierten ungarischen Tabaken 0,065. bis 
1,.97°., (auf Trockensubstanz berechnet), Sch/lésing (2) in deutschen Tabaken 
0,15 bis 0,87°,, jiingst Bodndr und Barta (3) in ungarischen Tabaken 
0,49 bis 1,10 °,, (auf lufttrockene Substanz berechnet) Ammoniak. Nessler (4) 
schreibt dem Ammoniak einen wesentlichen und zwar nachteiligen Einflul 
auf die Qualitaét des Tabaks zu; nach Vedrédi (5) beeinfluBt neben Nicotin 
auch das Ammoniak ganz besonders die Scharfe des Tabaks; Kissling (6) 
erwahnt, da Ammoniak ein Bestandteil des Tabaks sei, der die Glimm- 
fahigkeit desselben — falls er in gré6Beren Mengen vorhanden ist — ver- 
mindert. Diese Feststellungen sind durchaus nicht zuverlassig, um so mehr 
wenn man bedenkt, da bei der Verglimmung des Tabaks Ammoniak 
entsteht und zwar in bedeutender Menge. Barta und Toole (7) fanden z. B. 
im Tabak der Kirdly-Zigarette 0,24°;, und im Rauche derselben 1,28 ° 
Ammoniak, in diesem Falle ist also rund fiinfmal soviel Ammoniak im 
Rauche wie im Tabak vorhanden. Nach Nessler (8) entsteht Ammoniak nur 
wahrend der Trocknung, und der FermentationsprozeB ist nicht mit 
Ammoniakproduktion verbunden. Demgegeniiber beweisen Kosutanys () 
Untersuchungen, daB der Ammoniakgehalt verschiedener Tabake wahrend 
der Fermentation wesentlich (um 100°.) zunahm. 


Kiirzlich haben Bodnar und Barta (10) mit ungarischen Tabaken 
in dieser Richtung Untersuchungen angestellt und gefunden, daf es 
Tabaksorten gibt (Debrecener, Szegeder Rosen), in denen Ammoniak 
sich wahrend der Fermentation bedeutend (um 62 bzw. 51°.) vermehrt, 
in anderen Sorten (Kapa) dagegen entsteht entweder eine ganz belanglose 
Menge, oder tiberhaupt kein Ammoniak. Um die bei der Fermentation 
sich abspielenden Vorgange genau kennenzulernen, ware es im gegen- 
wartigen Falle wichtig zu wissen, warum im Kapatabak kein Ammoniak 
entsteht. Die Annahme, da8 derjenige Stoff (Aminosdure, Siureamid). 


1 |. Mitteilung: J. Bodnar, J. Straub u. Vitéz L. Nagy, diese Zeitschr. 
195, 103, 1928; Il. Mitteilung: J. Bodnar u. Vitéz L. Nagy, ebenda 206. 
410, 1929; III. Mitteilung: J. Bodnar u. L. Barta, ebenda 227, 429, 1930; 
IV. Mitteilung: J. Bodndr u. Vitéz L. Nagy, ebenda 227, 452, 1930. 
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woraus das Ammoniak sich wahrend der Fermentation bildet, im 
Kapatabak fehle, scheint nicht wahrscheinlich zu sein. Die Ursache 
des Ausbleibens der Ammoniakproduktion ist wohl eher bei dem 
ammoniakspaltenden Enzym zu suchen; vielleicht ist es auch méglich, 
daB auch im Kapatabak Ammoniak entsteht, aber dasselbe zu irgend- 
welchem Zwecke verbraucht wird!. Aus dem Mitgeteilten folgt jedenfalls, 
daB die Kenntnis des Ammoniakgehalts des Tabaks in erster Reihe 
fiir die Aufklarung der Tabaktrocknung und Fermentation von Wichtig- 
keit ist. 

Die zur Bestimmung des Ammoniakgehalts im Tabak empfohlenen 
alteren Methoden [Schlésing (11), Kissling (12), Vedrédi (13), Witte (14)] 
gehen alle von gréBeren Tabakmengen aus, weshalb sie kostspielig und schwer 
durehfiihrbar sind; ihre Ausfiihrung beansprucht so viel Zeit, daB sie 
besonders wenn es sich um Massenuntersuchungen handelt —- tiberhaupt 
nicht in Betracht kommen kénnen. 


Destilliert man die vom Tabak mit Lauge [Mg(OH),] frei 
gemachten Basen durch Kochen oder mit Wasserdampf in Saéure von 
bekanntem Titer iiber, so erhalt man die fliichtige Gesamtbasenmenge 
des Tabaks?. Bei der Bestimmung des Ammoniaks im Tabak ist es 
wichtig zu wissen, ob der Tabak auBer Nicotin und Ammoniak auch 
andere fliichtige Basen (Pyridin, Alkylamine) enthalt. Nach den Unter- 
suchungen von Bodnar und Barta (15) ist dies nicht der Fall. Sub- 


trahiert man also das Nicotin von der fliichtigen Gesamtbasenmenge 
des Tabaks, so ergibt der Unterschied den Ammoniakgehalt des Tabaks. 
Auf diese Weise gewinnt man den Ammoniakgehalt des Tabaks indirekt ; 
das Nicotin muB getrennt bestimmt werden, um den Ammoniakgehalt 
zu bekommen. 


Nach den Untersuchungen von Ohuda (16) sowie von Bodnar und 
Barta (17) kann das Ammoniak im Destillat des Tabaks neben Nicotin 
durch Formoltitration direkt bestimmt werden. Die Ausfiihrung dieses 
Verfahrens nach genannten Verfassern ist folgende: Von fein pulveri- 
siertem Tabak werden 2 g in einen 300-cem-Rundkolben gebracht, 1 g MgO 
(Magnesia usta), 20g Kochsalz, ungefihr 50 ccm Wasser hinzugegeben 
und mit Wasserdampf etwa 150 cem in 20 ccm n/10 Salzséure tiberdestilliert. 
Nach Zugabe von einigen Tropfen 1° ,iger Phenolphthaleinlésung wird 
zam Destillat n/l10 NaOH bis zur wahrnehmbaren Rosafarbung zu- 
getrépfelt, dann werden 20 ccm neutrale Formaldehydlésung* zugegeben 
und mit n/l10 NaOH zur Rosafairbung titriert. Mit dieser makrotitri- 


1 Nach A. W.Smirnows u. W. P. Ilzwoschikows (diese Zeitschr. 228, 
329, 1930) Beobachtungen wird ein Teil des waihrend der Tabaktrocknung 
entstandenen Ammoniaks in der ersten Phase der Trocknung (Hungerstoff- 
wechsel) zur Saéureamidsynthese verbraucht. — * Wir haben uns durch 
separate Versuche iiberzeugt. daB bei der Destillation (100°) das Mg(OH), 
kein Ammoniak aus irgendeiner Stickstoffverbindung des Tabaks abspaltet. 
weshalb man es ruhig zur Destillation des praformierten Ammoniaks 
anwenden kann. — * Zu 20cem Formalin wird bis zur Hellrosafarbung 
n/10 NaOH gegeben und dann auf 100 cem aufgefiillt. 





176 J. Bodnar, V. L. Nagy u. L. Barta: 


metrischen Methode haben wir das Ammoniak in zahlreichen Tabaken be 
stimmt, und die erhaltenen Resultate stimmten gut tiberein mit denen, di: 
wir durch Subtraktion des Nicotins von der fliichtigen Gesamt basenmenge 
gewannen. 


Da die geschilderte Methode fiir Massenuntersuchungen ziemlich 
langwierig und nebenbei auch kostspielig ist, versuchten wir, dieselbe 
als Mikromethode anzuwenden. Wir hofften, von kleineren Tabak- 
mengen ausgehend, den Parnas-Wagnerschen (18) Apparat zur Destilla- 
tion anwenden zu kénnen, was eine merkliche Zeitersparnis bedeuten 
wiirde; bald tiberzeugten wir uns aber, daf das Ammoniak mit Formo!.- 
titration unter Anwendung von n/100 NaOH nicht bestimmt werden 
kann. 


Zur Bestimmung kleiner Mengen Ammoniak in biologischen Fliissig- 
keiten und Stoffen stehen mehrere Methoden (19) zur Verfiigung, beim 
Tabak kann aber — wegen des Nicotins — nur ein solches Verfahren (z. B. 
das Folinsche) in Betracht kommen, wo das durch schwache Lauge (Na, O,) 
frei gemachte Ammoniak im Luftstrom bei Zimmertemperatur in die 
Saurelésung tibergetrieben werden kann. Vor allem stellten wir fest, dai} 
die durch mit Na,CO, alkalisierte Tabaksuspension gesaugte Luft kein 
Nicotin mit sich reiBt; da es uns aber nicht gelang, das Ammoniak 
bei Zimmertemperatur quantitativ tiberzutreiben, versuchten wir das 
Pincussensche (20) Verfahren anzuwenden, d.h. durch eine bei 40° ge- 
haltene Tabaksuspension Luft durchzusaugen. Auf diese Weise 1aBt sich 
der Ammoniakgehalt des Tabaks ziemlich genau bestimmen. Da aber bei 
Tabaken mit h6herem Ammoniakgehalt die Luft langere Zeit, einige Stunden 
lang durchgesaugt werden mu8, um das Ammoniak v6llig auszutreiben 
und dabei auch Nicotinspuren tibergehen, kann diese Methode keine all 
gemeine Anwendung finden. 


Durch Abscheidung des Nicotins aus dem salzsauren Extrakt des 
Tabaks mit Silicowolframsaure und Destillation des aus dem alkalisierten 
Filtrat frei gewordenen Ammoniaks mit Wasserdampf gelang es uns, eine 
den Anforderungen véllig entsprechende einfache und schnelle mikro- 
titrimetrische Methode zur Bestimmung des Ammoniakgehaltes im Tabak 
auszuarbeiten. Die Durchfiihrung der Methode geschieht auf folgende 
Weise. 


Es werden 0,25 g fein pulverisierter Tabak in einen 50-cem-MeBkolben 
gewogen, ungefahr 15 ccm 0,5 °% ige Salzsiure hinzugegossen und auf heiBem 
Wasserbad unter fortwahrendem Schiitteln 15 Minuten lang erwarmt. 
Zu dieser salzsauren Tabaksuspension werden 2 bis 3ccm 10° ige Silico- 
wolframsaurelésung zugefiigt und, nachdem sich der entstandene Nieder 
schlag etwas abgesetzt hat, noch Silicowolframsaéure tropfenweise zu 
gegeben, bis sich kein Niederschlag oder Opalisieren mehr zeigt. Darin 
wird der Inhalt des auf Zimmertemperatur abgekiihlten Kolbens bis zw 
Marke aufgefiillt, gut durchgeschiittelt und nach ungefahr einstiindigen: 
Stehen die iiber dem Niederschlag stehende reine Lésung durch ein kleine- 
Papierfilter in einen trockenen Kolben filtriert. Aus dem Filtrat werden 
20 cem (= 0,1 g Tabak) in den Destillationskolben des genannten Apparat- 
abpipettiert, ungefahr 0,1 g MgO (Magnesia usta) hinzugefiigt und das fre: 





yewc 
enth: 
von 

wart 


folge 
Amr 


aSrIiDoke, Ore 


terist 
Han 
S. 63 
1932 
Chen 
Ange 
tany, 
12) I 
27%, 

1, 29 
16) ¥ 
diese 
Mikr 
analy 
1928. 


Mikroanalytische Tabakuntersuchungsmethoden. V. 177 


vewordene Ammoniak mit Wasserdampf in einen 10 cem n/100 Salzsiéure 
enthaltenden 100-cem-Erlenmeyer-Kolben iiberdestilliert. Nach Ubergang 
von ungeféhr 50 ccm Destillat wird die tiberschiissige Séiure in Gegen- 
wart von Methylrot mit n/100 NaOH zuriicktitriert. 


Die Brauchbarkeit der mitgeteilten Methode beweisen die in der 
folgenden Tabelle zusammengefaften, mit Tabaken von verschiedenem 
Ammoniakgehalt gewonnenen Untersuchungsergebnisse. 


Tabelle. 





NH, NH 
Mikro- Makro- ie Mikro- Makro- NH;- 
titrimetrisch titrimetrisch ifferenz | Nr.  titrimetrisch titrimetrisch Differenz 
bestimmt bestimmt bestimmt bestimmt 


( ¢ ) 
9/9 0 ' io 9/6 %ly 


0,46 0,42 + 0,04 9g 0,74 0,72 + 0,02 
0,50 Bay —0,02 | 10 0,81 0,80 + 0,01 
0,54 D5 + 0,01 11 0,84 0.88 0,04 
0,60 6% — 0,02 | 12 0,85 0,81 + 0,04 
0,65 7 0,05 | 13 0,93 0,95 0,02 
0,67 ; 0,03 | 14 0,98 0,95 + 0,03 
0,70 j — 0,01 15 1,07 1,06 + 0,01 
0,70 Yi) — 0,02 
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Zur Bestimmung der Pankreaslipase. 
Von Ernst Waldsehmidt-Leitz und Renate Junowiez. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule 
in Prag.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1933.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Das Verfahren zur Bestimmung der pankreatischen Fettspaltung 
nach R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen}, namlich 
,im System von Aktivatoren bei wechselndem px‘‘ mit Olivendél als 
Substrat, hat H. Steudel? in einer Untersuchung ,,Uber quantitative 
Fermentbestimmungen einer Priifung und einer Kritik unterzogen. 
Danach erschiene das angefiihrte Verfahren zur Messung von Lipase- 
mengen und zu ihrem Vergleich als unbrauchbar, da es nicht angangig 
sei, ,,die fiir eine Pankreasdriise gefundenen Werte auf andere Driisen 
zu ubertragen“; die Kurve, welche die Beziehungen zwischen Enzym- 
menge und Umsatz darstellen soll, sei fiir jede untersuchte Driise eine 
andere. ,,I[rgendwelche Zahlenangaben in ,Einheiten‘ oder ,Werten’ 
tauschen“’ zufolge Steudel, ,,eine Genauigkeit der Analyse vor, die 
in Wirklichkeit gar nicht vorhanden ist“. 

Diese Kritik mu8 zuriickgewiesen werden; denn sie ist irrefiihrend. 
H. Steudel hat naimlich in seiner vergleichenden Untersuchung tiber 
den Lipasegehalt verschiedener Driisenpraparate den wesentlichen Um- 
stand iibersehen, daB die Kurve, welche die Beziehungen zwischen 
Enzymmenge und Umsatz darstellt, nicht Spaltungsgrade und Menge 
Driise, sondern Spaltungsgrade und Menge Lipase, in ,, Lipaseeinheiten” 
ausgedriickt, vergleicht. Die von Steudel festgestellten Abweichungen 
der Kurven fiir die verschiedenen Driisenpraparate sind, da sie irrtiim- 
licherweise auf Driisengewicht bezogen werden, selbstverstandlich und 
zu erwarten; denn sie sind eben bedingt durch den verschiedenen Lipase- 
gehalt der Praparate*. An Versuchen mit einer Anzahl von Praparaten 
aus EKinzeldriisen und aus Driisengemisch, die wir nachstehend wieder- 
geben, 1éBt sich ohne weiteres zeigen, daB die aufgestellte Beziehung 
zwischen Lipasemenge und Umsatz in allen gepriiften Fallen innerhal! 
der Bestimmungsfehler zutrifft, unabhéngig von dem wechselnden 
Enzymgehalt der Praparate. Die Leistungsfahigkeit der ausgleichenden 
Aktivierung von Lipase, auf welcher das Bestimmungsverfahren be- 
ruht, wird gerade durch diese Ubereinstimmung iiberzeugend belegt 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 93, und zwar 8. L1Off., 1923. 
> Diese Zeitschr. 263, 231, 1933. — * Die meisten der von Steudel wiede: 
gegebenen Abweichungen in den Kurven finden so ihre Erklaérung. 
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Die von H. Steudel an dem Verfahren geiibte Kritik ware geeignet, 

das Vertrauen in die Sicherheit der vielen sorgfaltig ausgewahlten 
und gepriiften Methoden der quantitativen Enzymbestimmung zu er- 
schittern, die einen wichtigen und notwendigen Fortschritt in der 
Enzymforschung bedeuteten. Natiirlich wird eine Methode der Lipase- 
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messung, auch wenn sie auf ausgleichender Aktivierung beruht, nicht 
allen Einfliissen von ihrer Art und Menge nach unbekannten Fiill- 
mitteln in Handelspraparaten, wie es Steudel beanstandet, Rechnung 
tragen kénnen, ohne daB man diese beriicksichtigt'. Aber dies ist auch 
nicht ihre Aufgabe. Kiner kritischen Untersuchung iiber Methoden zur 
quantitativen Enzymbestimmung aber sollte man ,,Enzymeinheiten” 
zugrundelegen. 
Versuche. 
Tabelle I. 
EKnzymmenge und Umsatz; Trockenpraparat aus Einzeldriisen. 
(Driisen getrocknet und entfettet mit Aceton und Ather; Bestimmungen 
ausgefiihrt, wie anderen Orts beschrieben; Angaben bedeuten Prozent 
Olspaltung.) 





Angewandt: 5,0 mg 10,0 mg 20,0 mg 


Driisenprobe 1... . 13,0 18,9 18,2 26,0 25,5 
» et a es 9,0 145 14,5 21,2 21,0 
= epee 12,4 18,2 18,1 23,4 23,9 


1 Dies gilt auch fiir die von Steudel beschriebene verhaltnismaBige 
Hemmung der Lipasewirkung bei Anwendung erhéhter Driisenmengen, 
welche auf unsorgfaltige Trocknung der Driisen zuriickzufiihren ist und 
welche haufig bei kauflichen Praparaten beobachtet wird. 
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Tabelle I]. 


Enzymmenge und Umsatz; Sammeltrockenpraparat und 
Glycerinauszug. 
(Driisen getrocknet und Bestimmungen ausgefiihrt wie oben; Auszuy 
dargestellt durch 12stiindige Behandlung mit 10 Teilen 87°, igem Glycerin 
und Filtration; Angaben bedeuten Prozent Olspaltung.) 








Angewandt: 5,0 mg 10,0 mg 20,0 mg 30,0 mg 
Trockenpulver . . . 9,7 94 17,3 16,5 28,2 233 | 27,9 27,1 

Angewandt: 0,10 cem 0,15 eem 0,50 cem 
Glycerinauszug. . . 8.3 8,7 10.3 9,8 21,6 22,2 
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Uber ein mit Ameisensiure dargestelltes Hamin. 
Von 
Josef Briiekner. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 2, Dezember 1935.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1920 beschrieb Partos! aus dem hiesigen Institut eine 
von ihm kristallinisch dargestellte hamatinartige Substanz, die er durch 
Extraktion des Blutkoagulums mit ameisensaurem Methylalkohol und 
folgendem Erhitzen auf dem Wasserbad hergestellt hatte. In dieser 
Verbindung wurde spater von Kiister? Ameisensiure und Methoxyl 
nachgewiesen und die Verbindung so als ein monomethyliertes Form yl- 
hydroxyhdmin angesprochen. 

In der Folge hatte auch Aidster? versucht, verschiedene andere Formyl- 
derivate des Blutfarbstoffes herzustellen, doch wiesen diese in der Regel 
einen gewissen Chlorgehalt auf, der wohl in Zusammenhang mit dem im 
Blute vorhandenen Chlorgehalt gebracht werden kann. “Des weiteren 
befaBten sich mit Formylderivaten der eisenhaltigen Komponente des 
Blutfarbstoffes Hamsik® und Sula4, doch findet sich bei diesen Autoren 
kein exakter Nachweis des Vorhandenseins von Ameisensaure. 

Gelegentlich von Studien, die ich an dem nach Partos! dargestellten 
Formylhydroxyhaimin vornahm, machte ich die Beobachtung, daB sich 
aus dem noch kalten ameisensauren methyl- oder dathylalkoholischen 
Extrakte des Blutkoagulums ebenfalls Kristalle ausscheiden. — Diese 
kristallisierte Substanz habe ich einer eingehenderen Untersuchung 
unterworfen, iiber die ich nun in der vorliegenden Mitteilung berichten 
will. 

Darstellung und Beschreibung der Substanz. 

Pferdeblut oder geléstes, kristallisiertes Pferdeoxyhamoglobin® wurde 

nach Zusatz von etwa | g Natriumsulfat pro Liter in der Hitze koaguliert, 


' S. Partos, diese Zeitschr. 105, 49, 1920. 2 W. Kiister u. A. Gerlach, 
Hoppe-Seylers Zeitschr. 119, 98, 1922; W. Kiister u. EB. Willig, ebenda 
129, 130, 1923. — * A. Hamsik, ebenda 169, 67, 1927; 188, 103, 1929; 
190, 199, 1930; Spisy lék. Fak. Masaryk. Univ. Brno 7, H. 61—69, 123, 
1929; 8, H. 74, 1, 1930. — 4 J. Sula, ebenda 8, H.79, 1, 1930; Hoppe- 
Seylers Zeitschr. 188,274, 1930. 5 Das verwendete O,Hb wurde ab- 
weichend von den sonstigen Methoden wie folgt dargestellt: Blutkérperchen 
wurden mit physiologischer Kochsalzlésung mehrmals in der Zentrifuge 
gewaschen und durch Zugabe der gleichen Menge destillierten Wassers 
und Schiitteln Hamolyse herbeigefiihrt. Dieser hamolysierten Blut- 

12* 
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das Koagulum fest abgepreBt, mit Alkohol mehrmals gewaschen un 
mit 3 bis 4°, konz. Ameisenséure enthaltendem Alkohol — extra 
hiert. Bei Verwendung von Athyvlalkohol mufSte die Extraktion sehr rasc! 


beendet werden, da die Ausscheidung der Wristalle sehr rasch began: 
Bei Benutzung von Methylalkohol ging die Ausscheidung der Kristal! 
etwas langsamer vonstatten. Der Extrakt wird durch ein Wattefilt« 
filtriert und hieraut bei Zimmertemperatur 2 Tage stehengelassen. bi 
zu dieser Zeit haben sich die Kristalle am Boden des GefaBes abgesetzt, 
und es wird hierauf die Mutterlauge dekantiert. der Rest der Mutterlaug: 
abgenutseht, der Kristallbrei ebenfalls in der Nutsche mit dem verwendeten 
reinen Alkohol mehrmals gewaschen und im Schwetfelsaiureexsikkato: 
vetrocknet. Die Rohausbeute pro Liter Blut betrug 1.3 g. 


Abb. 1. 


Bei der Umkristallisation ging ich in der Weise vor, daB ich 1 g Roh 
substanz in einer Pyridin-Chloroformmischung (3,5 ¢em Pyridin und 5 cem 
Chloroform) léste und die filtrierte Lésung langsam in 100 ¢em 10‘ 
Ameisensiure enthaltenden Alkohol eingoB. Nachdem ich nachher noch 
etwa 15 cem konz. Ameisensaure zugefiigt hatte, lieB ich 48 Stunden stehen. 
Da bis zu dieser Zeit die Kristallabscheidung beendet war, dekantierte ich 
die aufgehellte Mutterlauge, nutschte wieder ab, wusch ebenfalls in det 
Nutsehe zuerst mit dem verwendeten reinen Alkohol, nachher mit 
destilliertem Wasser und, um die Trocknung zu beschleunigen, nochmals 


mit Alkohol. Die Kristalle wurden dann wieder im Schwetelsaéureexsikkator 


getrocknet. Ausbeute aus | g Rohsubstanz 0.7 g umkristallisierte Substanz. 


losung wurde nach Abkiihlung unter 5°C ein Sechstel Volumen eisge 
kiihlten Alkohols unter dauerndem Unmriihren langsam zugesetzt und 
in einer Kaltemischung stehengelassen. In den drei felgenden Tagen 
wurde jedesmal die ausgefrorene O,Hb-Masse mit einem Glasstabe um 
gerihrt und nachher jeweils die Kaltemischung erneuert. Nach 3 Tage! 
hatten sich die Kristalle am Boden des CefaBes abgesetzt, wahrend sic] 
die Stromata an der Oberflache der Mutterlauge angesammelt hatten. dir 
dann mit der Mutterlauge dekantiert werden konnten. Der Kristal] brei wurd: 
abgenutscht. mit eisgekiihltem Wasser gewaschen und weiter verwendet. 
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Die Substanz kristallisiert in durchschnittlich 7.5 mm langen 
Sdulen, die unter dem Mikroskop sechskantiq und schief abgeschnitten 
rscheinen, und teils cinzeln, teils zu biischelartigen Gebilden vereinigt 


inzutreffen sind (s. Abb. 1). 


Die Substanz ist gut ldslich in wasserigen oder alkoholischen Laugen, 
5° iger Sodalésung, Pyridin und einem Pyridinchloroformgemisch, 
shwach loslich in kaltem und warmem siurehaltigen Methyl- und 
(thylalkohol, und wnldslich in kaltem und warmem reinen Methyl- 
oder Athylalkohol, Chloroform, Ather, verdiinnten Mineralsiuren und 
Aceton. Ein Schmelzpunkt konnte nicht ermittelt werden. Die Sub- 
stanz blieb bis zu 260°C unverandert. 

Die Substanz konnte durch Erhitzen mit NaCl und Eisessig unter 
dem Deckglas in typische Teichmannsche Kristalle iberfiihrt werden. 
Desgleichen konnte ich aus nach Schalfejeft dargestelltem Hamin, indem 


ich letzteres in einem Pyridin-Chloroformgemisch léste und in mit 


Ameisensiiure versetzten Alkohol (wie unter Umkristallisation be- 
schrieben) einfiihrte, zu denselben Kristallen gelangen, deren Darstellung 
ich oben beschrieben habe. 


Analysen, 


Die Analysen wurden am medizinisch-chemischen Institut der Uni- 
versitat Graz von Herrn Dr. MW. AK. Zacherl ausgetiihrt, wofiir ihm an dieser 
Stelle bestens gedankt sei. Die Praparate’ wurden vor der Analyse bei 
100° C im Vakuum iiber P,O,; bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. N wurde 
nach Dumas-Pregl bestimmt. Eine vorsichtshalber ausgeftihrte (Cl-Be- 
stimmung nach Carius hatte ein negatives Ergebnis. 





; Substanz CO Fe, O, Substanz N 

Praparat < 
mg g mg mg mg eem 

4.860 6,3 11,33 0.575 3.988 0.391 

4.557 2, 10,61 4,801 0,364 

4.462 OF 10,38 0,504 3.514 0,270 
3,771 ; 8,75 3.365 0,264 


Auf Grund dieser Analysen ergeben sich tolgende prozentuale 





Fe 


Priiparat 


63.58 5,07 8,52 
63,50 5,33 8.49 
Il 63,45 5.09 8,70 
63,28 5,07 8,82 


' Die analysierten Praparate waren in der beschriebenen Weise aus 
kristallisiertem O,Hb mit Hilfe von ameisensaurem Athylalkohol dargestellt 
worden. 
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Unter Annahme von Fe" fiir C,;H3,0,N,Fe berechnet. 





H N Fe 
0 0 7) ¢ 
0 0 0 


63,53 5.03 8,48 8.45 


Diese Untersuchungen wurden nachtraglich an denselben Praparaten 
durch Ameisensdure- und Athoxryl-Makrobestimmungen erqgdnzt. Auf Ameisen 
siiure wurde mit Riicksicht auf die Methode der Darstellung untersucht und 
hierbei, wie von Kiister! angegeben, vorgegangen. Die Athoxylbestim 
mungen wurden deswegen ausgefiihrt, weil bei entsprechenden Mikro- 
bestimmungen nach vierstiindigem Trocknen im Vakuum bei 100° C immer 
nur geringe und inkonstante Werte von Athoxy] gefunden worden waren. 
Es lag so der Verdacht nahe, daB es sich nicht um veresterte Praparate, 
sondern um solehe mit Kristallalkohol handelt.  Fiir diese Auffassung 
sprach auch die Léslichkeit der Préaparate in 5° iger Sodalésung in det 
Kalte, wahrend sich veresterte Praparate in 5°, iger Sodalésung teils erst 
beim Erhitzen, teils iiberhaupt nicht lésen?. Es wurde zur Klarung dieser 
Frage ein zuerst mehrere Tage an der Luft, nachher im Schwefelsaure 
exsikkator getrocknetes Praparat (Nr. 1) im Zeiselschen Apparat eine! 
Makroathoxylbestimmung unterworfen, und des weiteren gleiche Be 
stimmungen an demselben und einem anderen Praparat ausgefiihrt, die 
durch 24 Stunden hindurch bei 104°C im = Glycerintrockenschrank  ge- 
trocknet worden waren. 





Substanz Hg» Cl, HCOOH 


Priparat A 
g g 0 


{ 0.1088 0,0886 
0.1475 0.1195 
| 0/1616 0.1107 


Ill 





Substanz AgJ OC, Hs 
Priparat s ii 
g g %F 


Im Schwefelsaureexsikkator ge- 
trocknet pte re: a Hen ey ey pe te 0.0695 0.0198 5.46 
24 Std. bei 194°C getrocknet . . 01290 keinAgJ~ kein OCH, 
III 24 ., ., 104°C * ah 0,0932 » AgJ » OCH, 


Da die Praiparate nach Trocknung bei 104° C kein Athoxyl mehr ergaben 
und so die Annahme von Kristallalkohol an Wahrscheinlichkeit gewann. 
wurden zwei Priaparate auf ihren Gewichtsverlust bei Trocknung im 
Glycerintrockenschrank bei 104°C gepriift. 





Substanz Substanz Gewichts- 
Priparat vor dem Trocknen nach dem Trocknen verlust 
£ £ 9/9 
I 0.1805 0.1572 12.91 
III 0,1268 0.1101 13,17 


1 W. Kiister u. A. Gerlach, Hoppe-Seylers Zeitschr. 119, 107, 1922. 
2 W. Kiister, ebenda 82, 118, 1912; A. Herzog, diese Zeitschr. 267. 
48, 1933. 
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Wie sich hieraus ergibt, betrug bei den beiden Praparaten der 
Gewichtsverlust bei der Trocknung im Durchschnitt 13°,. Diese Zahl 
wirde fiir das Vorhandensein von zwei Molekilen Kristallalkohol 
sprechen. Auf Grund dieser Analysen ergibt sich fiir die dargestellte 
Verbindung unter Annahme von Fe die empirische Forme! 
(45 Hyg ON, Fe . 2 (C,H, OH). 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Gegeniiber dem erwahnten von Partos! dargestellten Hamin zeigt 
die von mir gewonnene Verbindung einige auffallende Unterschiede. 
Diese zeigen sich teils in der Léslichkeit und Kristallisation, teils auch 
in dem Analysenergebnis insofern, als das Partossche Hdmin, wie 
Kiister? nachweisen konnte, einen Monomethylester darstellt, wahrend 
ich meine Substanz auf Grund meiner Untersuchungen als wnverestert 
auffassen mu. Auf das Vorhandensein von Unterschieden weisen 
auBerdem meine spektrophotometrischen Untersuchungen hin, die ich 
mit meiner Substanz, ebenso wie Partos', in verdiinnter Natronlauge 
ausgefiihrt habe. 

Die spektrophotometrischen Untersuchungen habe ich an einem 
nach Martens und Griinbaum moditizierten Kénigschen Spektrophotometer 
vorgenommen, bei dem der Objektivspalt auf 0,1 mm eingestellt und der 
Okularspalt ein Spektralbereich umtaBte, das im Rot 15 yy und im Blau 
5 uu betrug. Als Lichtquelle diente eine Metallfadengliihlampe. Die zur 
Untersuchung hergestellten Lésungen stellte ich durch Lésen von in einem 
Falle 13,8mg und im anderen Falle 14,8 mg Substanz (analysierte Pra- 
parate) in 0,5°,iger Natronlauge her. Die Versuchsergebnisse habe ich in 
der folgenden Tabelle als spezifische Extinktionskoeffizienten angegeben 
und die Mittelwerte in der Abb. 2 graphisch dargestellt, wobei ich zu Ver- 
gleichszwecken die von Partos an seiner Substanz gewonnene Lichtabsorp- 
tionskurve eingezeichnet habe. 





Wellenlinge Spez. Extinktionskoeffizient Wellenlinge Spez. Extinktionskoeffizient 


uu Priparat I Priiparat II uu Pi aparat | Priiparat II 


636.4 4.45 27 579.9 6,11 6.05 
625.5 6,29 ),16 569.9 5.94 5,87 
610.3 29 ta 556.9 6,13 6.09 
695.5 on 7.17 537.3 7,85 7.64 
594.9 70 61 521.8 831 ! One 
587.6 6,36 3,26 : 





Aus der Abbildung geht die Verschiedenheit der beiden Substanzen 
eindeutiy hervor. Wahrend die von mir gewonnene Kurve groBe Ahnlich- 


1S. Partos, diese Zeitschr. 105, 49, 1920. — ? W. Kiister u. A. Gerlach, 
Hoppe-Seylers Zeitschr. 119, 98, 1922. 
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keit mit der Haminkurre aufweist, zeigt sich bei der Kurve von Parto 
eine deutliche Verschicbung des Absorptionsstreifens gegen Violett. 

Das von Partos dargestellte Hamin wurde von Kiister!, abgesehe: 
von der Veresterung, als Formylhydroxvhamin aufgefaBt, das man sic} 
nach der Gleichung C,,H4.N,O,FeOH —~ HCOOH Ca, Hy. N,O, FeO 
OCH H,O entstanden denken kann. Nun entspricht zwar sowoh 

bei Partos als auch bei meine; 








Substanz die prozentuale Zu 


| 


Qa 


sammensetzung der von Aijiste; 


,| /  -vertretenen Formel, doch  setzt 
Eee die formvlartige Bindung de: 
fiinften Sauerstoff des Hamatins 


voraus, dessen Vorhandensein 





| | nicht ganz erklarlich erscheint. 
~—— Hamin nach Partos Im Schalfejefischen Hamin_ sind 


Spezifische Extinktionskoefizienten 





/ — + © brivkner : : i 
ob ae vier Sauerstoffe anzunehmen 
40 620 600 580 S60 S40 520 ne . . : 

5 Anu Der fiinfte Sauerstoff tritt in 
Abb, 2 das Haminmolekiil beim Lésen 


in verdiinnten Laugen (Lésung 
eines Hydroxyds) als Hydroxylgruppe ein. Wenn ich meine Substanz 
aus Hiamin darstelle, so erscheinen plétzlich sechs Sauerstoffe, ohne 
daB bei der Uberfiihrung Lauge verwendet worden ware, wahrend das 
Formyl nur einen fiinften Sauerstoff erklarlich machen wiirde. Aus 
den angefiihrten Griinden scheint mir daher keine formylartige Bindung, 
sondern eine salzartige Bindung vorzuliegen, die die aus den Analysen 
notwendig erscheinende Annahme von sechs Sauerstoffen erklaren wirde. 
Es wiirde daher nicht ein Formylhamin, sondern ein ameisensaures Hamin 


(Hdminformiat) vorliegen. 


Zusammenfassung. 

In der vorliegenden Mitteilung konnte ich mit Ameisensaure auf 
kaltem Wege eine kristallinische haminartige, unveresterte Verbindung 
darstellen und beschreiben, der die empirische Forme] Cs; H330,N, Fe 
.2(C,H,OH) zukommt. Ich konnte begriinden, da diese von mir 
dargestellte Verbindung nicht als Formylhdmin, sondern als ameisen- 
saures Hdmin aufzufassen sei. 

Diese Arbeit wurde unter Leitung von Herrn weil. Prof. P. Hari 
ausgefiihrt. 


' W. Kiister u. A. Gerlach, Hoppe-Sevlers Zeitschr. 119. 98, 1922 und 
W. Kiister u. EB. Willig, ebenda 129, 130, 1923. 











gett 
vor 

im. 
Ans 
sucl 
Her 
auf 

Sub 


Chle 
Choi 
CONS 


cula 


werc 
und 
schic 
weis 
sel. 
kon 
serra 
alkol 
fiir « 
ein a 
einge 
aceta 
einge 


nega’ 


1 


in Ki 
Oster 
Hand 
Choli 








nz 
ne 
las 
Aus 
ny. 
sen 
de. 


nen 


auf 
ung 
Fe 
mir 
en- 


lari 


und 








Uber das Vorkommen yon Cholin in Meeresalgen. 
Von 
Alfred Zeller. 
(Aus dem Pilanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 3. Dezember 1953.) 


Cholin wurde bisher in allen darauf untersuchten héheren Pflanzen 
gefunden!. Uber ein Vorkommen in Algen liegen nur wenige Angaben 
vor?. In Meeresalgen wurde Cholin bisher nicht nachgewiesen. Die 
im folgenden mitgeteilten Cholinnachweise wurden an der Biologischen 
Anstalt auf Helgoland im Sommer 1930 durchgetiihrt. Die Unter- 
suchung an Fucus wurde mit frischem Helgolinder Material im 
Herbst 1931 in Wien ausgefiihrt. Der Nachweis des Cholins geschah 
auf mikrochemischem Wege. Als Reagens diente hauptsachlich 
Sublimat, in einzelnen Fallen auch Jod-Jodkali nach Stanek. 

In den folgenden Meeresalgen konnte Cholin nachgewiesen werden: 
Chlorophyceae: Enteromorpha sp.; Phacophyceae: Laminaria saccharina, 
Chorda filum: Rhodophyceae: Chondrus crispus, Cystoclonium pur puras- 
cens, Delesseria sanguinea, Plocamium coccineum, Polysiphonia furei- 
culata und Rhodomela subfuscea. 

Kein Cholin konnte in den folgenden Phaophyceen gefunden 
werden: Stictyosi phon tortilis, Halydris siliquosa, Fucus serratus (mannlich 
und weiblich) und Fucus vesiculosus (mannliches Exemplar). Es er- 
schien von vornherein héchst unwahrscheinlich, daB diese Nichtnach- 
weisbarkeit des Cholins durch ein Fehlen des Cholins verursacht 
sei. Methylierte Stickstoffverbindungen (Methylamin, Trimethylamin) 
konnten von Kapeller-Adler und Czaté* in Fucus vesiculosus und Fucus 
serratus nachgewiesen werden. Es war also wahrscheinlich, dai im 
alkoholischen Extrakt mancher Braunalgen irgendwelche Hemmungen 
fiir die mikrochemischen Cholinreaktionen vorliegen. Es wurde daher 
ein alkoholischer Extrakt aus etwa 20 g Fucus vesiculosus zur ‘lrockne 
eingedampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und mit Blei- 
acetat gereinigt. Nach dem Entbleien wurde auf ein kleines Volumen 
eingeengt und nun der Cholinnachweis versucht. Er fiel wiederum 
negativ aus. 


' Zusammenstellung der Cholinnachweise von C. Wehmer u. MM. Hadders 


in Kleins Handb. d. Pflanzenanalyse 4, 294—298. 2G. Klein u. A. Zeller, 
Osterr. Bot. Zeitsechr. 79, 50, 1930. — 3 Dieselben, |. c. S. 46; Klein. 


Handb. d. Pflanzenanalyse 4, 279f. (Beitrag von A. Winterstein, Betaine, 
Cholin und Muskarin). 4 Diese Zeitschr. 224, 378—383. 1930. 
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In einem letzten Versuch wurde eine gréBere Menge (etwa 100 ¢ 
lufttrockenes Material) gut zerkleinerter Fucus am RiickfluBkihler mit 
Alkohol extrahiert; der Rickstand des Extraktes wurde in Wasse: 
aufgenommen, mit Bleiacetat gereinigt, entbleit und in schwefelsaurer 
Lésung mit Phosphorwolframsaure gefallt. Die Phosphorwolframat: 
wurden mit Bariumhydroxyd zerlegt, das Barium mit Kohlendioxyd 
entfernt und die eingeengte, mit Salzsdiure angesiuerte L6sung nun 
mit alkoholischem Sublimat gefallt. Nach vielwéchigem Stehen hatte 
sich eine geringe Menge eines bréunlichen Niederschlags gebildet. Diese: 
Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das eingeengte 
Filtrat mikrochemisch auf Cholin untersucht. Nun gelang der Cholin- 
nachweis eindeutig, wenn auch die gefundenen Cholinmengen in An- 
betracht der 160g Ausgangsmaterial und der groBen Empfindlichkeit 
der Reaktionen nicht groB sind. 

Es ist wohl mit Sicherheit anzunehmen, daB sich auch in den 
anderen Braunalgen, bei denen die mikrochemische Cholinreaktion 
negativ ausfie!, bei entsprechender Behandlung der Extrakte das Cholin 
nachweisen lieBe. 
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Uber eine Mikromethode zur Bestimmung der Acetylzahl 
bzw. Hydroxylzahl der Fettsiuren. 


Von 


Otto Fiirth, Hans Kaunitz und Minna Stein. 


Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut und der I. Medizinischen Klinik 
der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 7. Dezember 1933.) 


Bei dem physiologischen Abbau der hohen, in den natiirlichen 
Fetten enthaltenen Fettsduren spielt zweifellos die Hydroxylierung 
derselben eine groBe Rolle. Den allgemein giiltigen Vorstellungen 
zufolge setzt der Abbau der hohen Fettsduren mit B-Oxydation ein, und 
daher miissen, die Richtigkeit dieser Vorstellung vorausgesetzt, an 
den Statten des Fettabbaues zum mindesten zeitweise Oxyfettsdiuren 
vorhanden sein. Auch wenn, wie dies viele Physiologen und Pathologen 
annehmen, eine Zuckerbildung aus hohen Fettséuren méglich ist, wird 
man die intermediére Bildung von hohen Oxyfettséuren erwarten 
miissen. So ergibt beispielsweise die Beobachtung des respiratorischen 
Quotienten CO,/O, bei winterschlafenden Murmeltieren zuweilen ganz 
auBerordentlich niedere Werte. Nur ein kleiner Bruchteil des auf- 
genommenen Sauerstoffs kommt hier als Kohlenséure zum Vorschein; 
man darf dies wohl so deuten, daB das Fett, welches ja vor allem das 
Reservematerial des Winterschlafers bildet, nicht vollkommen ver- 
brannt wird. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um eine Kohlen- 
hydratbildung aus Fett. Dieses Haftenbleiben des Sauerstoffs erklart 
auch die héchst sonderbare Erscheinung, daB die hungernden, winter- 
schlafenden Murmeltiere dabei zeitweise an Gewicht zunehmen kinnen, 
anscheinend eben dann, wenn die normalen langen Fettséiureketten 
... CH,.CH,.CH, . . . in hydroxylierte Ketten ... CH(OH)—CH(OH) 
-CH(OH)..., wie sie fiir die Zuckerarten charakteristisch sind. 
umgewandelt werden. Jedenfalls ist man berechtigt, zu erwarten, dab 
beim Abbau der hohen Fettséuren, derselbe mége nun durch einfache 
B-Oxydation oder unter mehrfacher Hydroxylierung zu Zuckern er- 
folgen, Oxyfettsiuren intermedidr auftreten. Wenn wir nun aber tat- 
sichlich wenig oder nichts Posttives dariiber wissen, unter welchen 
Umstanden die Oxyfettséuren sich wirklich vermehrt in fetthaltigen 
Geweben und in Fettdepots vorfinden, so liegt es daran, daB bisher 
keine Methoden existierten, die es gestattet hatten, derartige Ver- 
anderungen im Tierexperiment zu verfolgen. 
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Bekanntlich gibt die Acetylzahl eines Fettes iiber die relative Meny 
darin enthaltener Oxysduren Auskunft. Wenn aber die ,,offizielle Methode 
der Acetylzahlbestimmung! etwa nach Griin und Ulzer 10 g Fett, nac)) 
Benedict und Ulzer aber gar 20 bis 50g Fett als Ausgangsmateria| 
erfordert, so ist es ohne weiteres klar, daB man gar nicht daran denkey 
konnte, z. B. Studien tiber die Acetylzahl des Leberfettes bei Hunden, 
Katzen, Kaninchen oder Ratten anzustellen. Wir haben uns nun an. 
gesichts des obigen Postulates der experimentellen Medizin, die Aufgabe 
gestellt, eine Mikromethode zur Bestimmung der Acetylzahl von Fetten 
auszuarbeiten. 

Bevor wir aber an die Schilderung unserer Versuche herangehen, 
méchten wir noch einige hier als wesentlich in Betracht kommende 
Momente erértern. 


Die Acetylzahl? gibt bekanntlich an, wieviel Milligramm Kalium- 
hydroxyd erforderlich sind, um die Essigséure zu binden, die bei Ver- 
seifung von 1 g acetylierter Substanz zutage tritt. Nun enthalten abe: 
bei der Untersuchung von Fetten auBer den Oxyfettséuren auch darin 
enthaltene Alkohole freie Hydroxylgruppen, vor allem aber ist dies bei 
Mono- und Diglyceriden der Fall, wofern sich solche neben den normalen 
Triglyceriden finden. Man wird also, wenn man es auf die hohen Oxyfett- 
siuren abgesehen hat, gut daran tun, zunachst die Fette zu verseifen 
und nicht deren Acetylzahl, vielmehr die Acetylzahl der daraus ab- 
geschiedenen hohen, in Wasser schwer léslichen Fettsduren zu bestimmen. 
Man wird so sicher sein, eine Kollision mit den Hydroxylgruppen des 
Glycerins zu vermeiden. 


Il. Methoden der Acetylzahlbestimmung. 


Wir wollen uns nun zunachst klarmachen, nach welchen Prinzipien 


, man die an die Hydroxylgruppen acetylierter Fettsauren gebundenen 


Acetylmengen zu bestimmen vermag (vgl. @riin, 1. c.). 

1. Destillationsmethode. Das Acetylprodukt wird mit einem Uberschui! 
methylalkoholischer Lauge verseift, der Alkohol abdestilliert, der Riickstand 
in Wasser aufgenommen, mit Schwefelsdure angesiuert, die freigewordene 


' Ausfiihrliches iiber die Bestimmung der Acetylzahl: R. Benedikt \i 
F. Ulzer, Analyse der Fette, 4. Aufl., S. 188—190. Verlag J. Springer, 1903; 
ferner: A. Grin, Analyse der Fette und Wachse, S. 157—162. Verlag 
J. Springer, 1925. — * Manche Autoren geben sich statt mit der Acety! 
zahl mit der ,,Hydroxylzahl“ ab. Diese besagt (vgl. Griin, 1. c. S. 162), wie- 
viel Milligramm Kaliumhydroxyd erforderlich sind, um die Essigséure zu 
binden, die in jener Menge Acetylprodukt enthalten ist, die aus 1 g des 
Ausgangsfettes erhalten wurde. Da die Acetylzahl sich nicht auf 1 g des 
Ausgangsfettes, vielmehr auf | g des bereits acetylierten Fettes bezieht, ist 
es klar, daB die Hydroxylzahl stets ein wenig gréSer sein muB als die zu 
gehérige Acetylzahl. 
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Hssigsaure abdestilliert und im Destillat titrimetrisch bestimmt (Lewkowitsch, 
Henriques"). 

2. Filtrationsmethode. Eine gewogene Menge des Acetylproduktes wird 
mit einem genau gemessenen Uberschu8 von alkoholischer Lauge verseift 
und die Seifenlésung nach Abdampfen des Alkohols mit der dem ver- 
wendeten Alkali genau aquivalenten Menge verdiinnter Schwefelséure 

versetzt. Man erwarmt gelinde, so daB sich die hohen, in Wasser unléslichen 
Fettsauren als Olschicht auf der Oberflache der Fliissigkeit ansammeln und 
abfiltriert werden kénnen. Im Filtrat findet sich die in Freiheit gesetzte 
Essigséure und kann titrimetrisch bestimmt werden. Enthielt die acetylierte 
Substanz daneben andere wasserlésliche Fettséuren, so werden sie mit- 
bestimmt. 

3. Urspriingliches indirektes Verfahren von Benedict und Ulzer. Man 
bestimunt : 

a) Die Verseifungszahl der acetylierten Fettsiuren (auf 1 g bezogen), 
also Jene Menge von Milligrammen KOH, welche diese hohen Fettséuren 
an sich, zusammen mit den aus ihnen frei gemachten Essigsiurequanten, 
zu binden vermégen. Man bestimmt ferner: 

B) Die Sdurezahl der acetylierten Fettsiuren, welche dariiber Auskunft 
gibt, wieviel KOH diese hohen Fettsaéuren an sich an ihren Carboxylgruppen 
festzuhalten vermégen. Die Differenz «—/ gibt die Acetylzahl?. 

4. Acetylretentionsverfahren. Nach einem neuen Prinzip arbeitet ein 
(bisher nur als KongreBmitteilung vorliegendes) Verfahren amerikanischer 
Autoren®. Eine abgewogene Probe des zu analysierenden Materials wird 
in einem geeigneten Destillationsapparat mit einem genau abgemessenen 
(emenge von Essigsdurearhydrid und Pyridin 4 versetzt und auf 140 bis 145° 
in einem Stickstoffstrom erhitzt. Das Pyridin und der unverbrauchte Anteil 
des Essigsiureanhydrids wird abdestilliert und das letztere in Absorptions- 
gefaBen aufgefangen, die eine bekannte Alkalimenge enthalten. Die Menge 
iibergegangener Essigsiure wird titrimetrisch ermittelt. Diese Menge vom 
Titrationswert des urspriinglich mit der zu acetylierenden Substanz in 
Bertihrung gebrachten Essigsdureanhydrid-Pyridingemenges subtrahiert. 
ergibt jene Menge Essigséure, welche von den Hydroxylgruppen des zu 
untersuchenden Oles, Fettes oder Wachses abgefangen wurde und an ihnen 
hangen geblieben ist. 

1 Da bei der Destillation der durch Schwefelsiure frei gemachten 

Essigsiure betraichtliche Mengen Schwefelsiure mechanisch mitgerissen 
werden kénnen, empfiehlt F'. Croner (Zeitschr. f. angew. Chem. 72, 119; 
Chem. Centralbl. 1927, I1, 2557) die Verwendung eines langhalsigen Ajeldahl- 
Kolbens mit Kjeldahl-Aufsatz. — * Auf dem gleichen Prinzip beruht die 
Schnellmethode von Z. André, Bull. Soc. Chim. de France (4) 87, 335, 1925; 
Zeitschr. f. analyt. Chem. 88, 376, 1932; vgl. auch L. W. Cook, J. Amer. 
Chem. Soc. 44, 392, 1922; Zeitschr. f. analyt. Chem. 70, 362, 1927; A. Leys, 
Ann. Chim. anal. appl. (2) 4, 110, 1922; ee f. analyt. Chem. 70, 
362, 1922. — 3% £.S. West, G. H. Curtis u. C. . Hogland, Proceedings 
Feder. Amer. Soc. Exper. Biol. Annual. Ssavting Cincinnati 1933. 
* Auch R. Delabys u. Yvonne Breugnot (Bull. Sciences Pharm. 39, 354. 
1932; Chem. Centralbl. 1982, Il, 2759) empfehlen, die Acetylierung 
derart vorzunehmen, da 1 bis 3g Fett durch Kochen mit 10 ccm eines 
Gemenges von einem Teil Essigséureanhydrid und von zwei Teilen Pyridin 
acetyliert werden. 
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Fehlerquellen der Acetylzahlbestimmung. 


In der einschlagigen Literatur werden insbesondere folgende Fehler- 
quellen bei der Acetylzahlbestimmung namhaft gemacht: 


a) Anhydridbildung durch Einwirkung von Essigséiureanhydrid: z. }; 
2 Cy, Hyg COOH — C,; Hg, . CO—O—OC . C,, Hg, (Stearinséiureanhydrid). 

b) Bildung gemischter Anhydride bei Einwirkung von Essigséure- 
anhydrid: C,;H3;¢ O—O—OC.CH, (Stearinséure-Essigséureanhydrid). 

c) Bildung innerer Ester der Oxyfettséuren bei Einwirkung von Essiy- 
siureanhydrid: z. B. Ricinolsiure, C,,H3.(0H). COOH + 2CH,.CO—O 

OC .CH,; > 3CH,.COOH + C,,H,,0(COCHS;) 
b0—0—CyHy 
boon 
Acetyldiricinolséure 

d) Lactonbildung. Es ist bekannt, daB insbesondere y- und 6-Oxysauren 
sehr leicht (oft schon bei gewohnlicher Temperatur unter intramolekulare: 
Wasserabspaltung) Lactone bilden’, z.B. R—CH.CH,.CH,.COOH 
+> R.CH.CH,.CH,.CO y-Lacton. 

lend hci OH 

Nach Ad. Griin®, der die Fehlerquellen a) bis d) betont hat, kénnen 
dieselben ausgeschaltet werden, wenn man, anstatt der freien Sauren. 
deren Methyl- oder Athylester acetyliert und dann die aufgenommene Essig. 
saure bestimmt. Er empfiehlt, die trockenen Fettséuren mit dem gleichen 
bis doppelten Volumen absoluten Alkohols, der mit 1 bis 3°, konz. H,SO, 
oder HC! versetzt ist, zu lésen und die Lésung unter Riickflu8 zu erhitzen. 
bis eine Probe nach dem Auswaschen der Mineralséiuren mit Wasser gegen 
Phenolphthalein neutral reagiert. 

Dagegen meinen Holde und Bleyberg*, daB die Gefahr einer ,,Um- 
esterung’ nicht besteht, wenn man bei der Acetylbestimmung mit der 
Destillationsmethode nach Lewkowitsch* arbeitet. 

e) Gegenwart von Mono- und Diglyceraten und freiem Glycerin, da deren 
freie Hydroxylgruppen ja natiirlich auch imstande sind, Acetyl zu binden. 

f) Aufspaltung bereits gebildeter Acetylverbindungen etwa bei allzulangem 
fortgesetzten Auskochen mit Wasser zum Zwecke einer Beseitigung de- 
Uberschusses von Essigsiureanhydrid. [Nach Holde und Bleyberg (I. c.) 
wird diese Fehlerquelle vermieden, wenn man das in Benzin geléste Acety]- 
produkt mit verdiinnter Essigséure auswascht.] 

Machen wir uns z. B. klar, in welcher Weise diese Fehlerquellen dic 
Acetylbestimmung in acetylierter Ricinolsiéure beeinflussen kénnten, so 
wiirde a) keinen merkbaren Ausschlag geben, b) wiirde die Acetylzall 
vergréBern, c), d) und f) dieselbe verkleinern. e) kommt natiirlich bei acet) 
lierter Ricinolséure nicht in Betracht. 


1 Vgl. W. Schlenk u. BE. Bergmann, Ausf. Lehrb. d. organ. Chem. |. 


400, 1932. — 2 Ad.Griin, Ol- und Fettindustrie 1, 339, 1919; Analyse 
der Fette und Wachse, 8. 160. J. Springer, 1925; Zeitschr. f. anal. Chem. 
70, 365, 1927. — * Holde u. Bleyberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 5%. 
1730, 1926; 60, 2497, 1927. — * Lewkowitsch, J. Soc. Chem. Ind. 16. 


503; Chem. Centralbl. 1897, IT, 396. 
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Ill. Mikroacetylbestimmung nach A. Friedrich u. A. Rapaport. 


Wenn wir den Versuch gewagt haben, eine Methode der Mikroacetyl- 
bestimmung auszuarbeiten, so geschah dies vor allem deswegen, weil 
A. Friedrich und A. Rapaport! kiirzlich in diesem Laboratorium eine sich 
sehr gut bewahrende Methode der Mikroacetylbestimmung ausgearbeitet 
haben, welche es gestattet, in einigen (4 bis 8) Milligrammen reinen acetyl- 
haltigen Substanzen den Acetylgehalt mit groBer Genauigkeit zu ermitteln. 
Bei dieser Methode wird die Verseifung der Acetylverbindung analog der 
Methode von Pregl und Soltyss mit 25° ,iger Toluolsulfosdure ausgefiihrt und 
die gebildete Essigsiure im Vakuum abdestilliert. Die iibergegangene Essig- 
siure wird aber nicht (wie nach Pregl) azidimetrisch bestimmt, was bei 
den winzigen hier auftretenden Sauremengen recht schwierig ist. Vielmehr 
geschieht dies weit besser und genauer auf jodometrischem Wege, wobei 
aus einem Gemenge von Alkalijodat und Alkalijodid durch die iiber- 
destillierte Saéure Jod in Freiheit gesetzt wird (HJO, + 5HJ 3 H,O 
+ 3 J,). Nun hat man dabei wohl zu beachten, daB als Nebenprodukt der 
Verseifung ein wenig schweflige Sdure aufzutreten pflegt, welche aus dem 
Gemenge von Kaliumjodat und Kaliumjodid freies Jod abscheidet. Friedrich 
schaltet diese Fehlerquelle in der Art aus, da8 er beim Uberdestillieren eine 
n/100 Jodlésung vorlegt, in welcher die bei der Verseifung entstandene 
schweflige Saure zu Schwefelsiure oxydiert wird (H,SO, + J, + H,O 

H,SO,+ 2HJd). Durch Titration der vorgelegten Jodlésung mit 
n/100 Thiosulfat ergibt sich die Menge der iibergegangenen schwefligen 
Séure. Die der Jodausscheidung aus dem Kaliumjodat-Kaliumjodid- 
gemisch zugrundeliegende Saure ist also nicht nur durch die iiberdestillierte 
Essigsaure, sondern auch durch die neuentstandene Schwefelséiure und 
Jodwasserstoffsiure bedingt, was sinngemaé8 in Rechnung gezogen werden 
muB (s. unten, Abschnitt 1X). Der Zusatz von Kaliumjodat und Kalium- 
jodid erfolgt erst nach vollzogener Destillation und nach Beseitigung der 
schwefligen Saure. 

Die Methode gibt bei richtiger Anwendung prazise Werte. So fanden 
Friedrich und Rapaport in Pentacetylglucose statt theoretisch 55,13: 
55,21, 55,37°,: in Diacetylmorphin statt 23,29°,: 23,17 und 23,35%; 
in Acetanilid statt 31,84 °, : 31,90 und 31,70; in Phenacetin statt 24,01 °%: 
23.75 und 23,83°,. Wir fanden bei Durchfiihrung der ganzen Bestimmung 
mit einer genau gestellten Essigséurelésung statt 2,60 mg: 2.72, 2,43, 2,53, 
2,84, 2,69 mg. 

IV. Acetylzahl der Ricinolsiure. 


1. Wir versuchten zunachst die Acetyl- (bzw. Hydroxyl-)Zahl von 
Ricinolséure nach der urspriinglichen indirekten Methode von Benedict und 
Ulzer (s. 0.) zu ermitteln. Der theoretische Wert ihrer Hydroxylzahl betragt 
187, ihrer Acetylzahl 165. Zur Verwendung gelangte Ricinolséure ,,pro 
Analysis Kahlbaum. Sicherheitshalber, um etwa vorhandene innere Ester 
aufzuspalten, wurde dieselbe durch Kochen mit alkoholischer Lauge, 
Anséuern, Ausschiitteln mit Petrolather und Waschen mit Wasser ge- 
reinigt. Das so gereinigte Produkt gab eine annahernd richtige Jodzahl 
und Saurezahl (182 statt 188). 


1 A. Friedrich u. S. Rapaport, diese Zeitschr. 251, 432, 1932; A. Friedrich, 
Die Praxis der quantitativen organischen Mikroanalyse, S. 162—170. 
H. Deuticke, 1933. 
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In einem Jenaer Kélbchen von etwa 15 ccm Fassungsraum mit ein 
geschliffenem Kihler wurden genau eingewogene Mengen dieser Ricino! 
siure (ungefahr '/,g) mit 2cem Essigséureanhydrid 3 Stunden lang unte: 
Durchleitung eines Stickstoffstromes gekocht. Hierauf wurde mit Petro! 
aither in einen kleinen Scheidetrichter tibergespiilt, mit Wasser bis zu: 
neutralen Reaktion des Waschwassers gewaschen, um den UberschuB von, 
Essigsiureanhydrid v6éllig zu beseitigen. Hierauf wurde im Vakuum itibe: 
Schwefelsiure getrocknet. Die acetylierte Saéaure wurde nun in Alkoho! 
aufgenommen, mit n/10 NaQH gegen Phenolphthalein neutralisiert, an 
Wasserbad auf etwa 5ccm eingeengt. Dann wurde mit 10 cem einer genau 
gestellten alkoholischen n/2 KOH 5 Stunden unter RiickfluBkiihlung 
hydrolysiert und mit n/l0 HCl zuriicktitriert. Bei spateren Versuchen 
wurde erst das bereits acetylierte, gewaschene und getrocknete Produkt 
als Ausgangsmaterial gewogen, da es sich herausgestellt hatte, daB bein 
Uberspiilen und Waschen Verluste unvermeidlich sind. 

Wir erhielten so fiir die H ydroxylzahl der Ricinolsdure statt des theoreti 
schen Wertes von 187, solehe von 142, 145, 139, 144, 164, also viel zu niedriy: 
Zahlen. 

2. Ahnliche Werte wurden erhalten, als 10 mg der mit alkoholische: 
KOH _ behandelten und acetylierten Ricinolsiure der <Acetylbestimmuny 
nach Friedrich unter Stickstoffdurchleitung unterworfen wurden. hs 
ergaben sich die Hydroxylzahlen 145, 143 und 140. Drei weitere Versuche, 
jedoch ohne Stickstoffdurchleitung, ergaben Werte von 144, 129, 125. 
Ein anderes Praiparat von nicht weiter gereinigter Kahlbaumscher Ricinol- 
siiure gab Werte von 127, 127, 127, 139. 

3. Reinigung der Ricinolsdure. Es lag nunmehr die Vermutung nahe. 
daB die Ricinolsiure eine Beimengung anderer nicht hydroxylierter Saéuren. 
etwa von Olsiure, enthalte und da dadurch die Hydroxylzahl herab- 
gedriickt werde. Wir versuchten daher, die Ricinolsiure durch fraktioniert: 
Fdllung mit Calciumchlorid! zu reinigen. 

Etwa 15g Ricinolsiure wurden mit n/10 Lauge neutralisiert und die 
Seifenlésung mit Calciumchloridlésung fraktioniert gefallt. Ein Vorversuch 
hatte ergeben, daB 1g Ricinolsiure 8cem 4° iges CaCl, erforderte. Es 
wurden nun je ein Drittel dieser CaCl,-Menge in drei Portionen zugesetzt und 
die drei Niederschlige gesondert weiterbehandelt. Jeder derselben wurde 
vam Wasserbad in Alkohol gelést und in der Kalte wieder zur Kristallisation 
gebracht? und die Mutterlauge abgenutscht. Die Fraktion I war in de 
Kalte rein wei und aus Kristalldrusen zusammengesetzt. Die Fraktion 1] 
war auch in der Kalte kristallinisch, jedoch mit einem gelben Niederschlag 
untermischt, der bei der weiteren Verarbeitung der Fraktion entfernt 
wurde. Die Fraktion III war intensiv gelb, élig, nur mit vereinzelten weiBen 
Kristallen vermengt. Die einzelnen Fraktionen wurden nun in wenig 
Alkohol gelést, mit reinster Salzsiure angesdiuert, die Fettsauren durch 
Wasserzusatz zur Abscheidung gebracht, in Petrolaéther aufgenommen, die 
Lésungen mit Wasser bis zur neutralen Reaktion des Waschwassers ge- 
waschen und der Petrolather vertrieben. Nunmehr wurde jede der drei 
Fraktionen zu etwa 1g durch Kochen mit 3cem_ Essigsdéureanhydrid 
acetyliert, hierauf im Schiittelrichter in Petrolaéther aufgenommen, dic 


1 Vgl. Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 1, Teil 6, 533, 1925. — * Der 
Schmelzpunkt der Ricinolsiure wird mit 17°, derjenige der Olséure mit 
14° angegeben. 
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Losung sorgtaltig mit Wasser bis zur neutralen Reaktion gewaschen, der 
Petrolather vertrieben. Weiterhin wurden die getrockneten eingewogenen 
acetylierten Produkte nach Friedrich und Rapaport analysiert. Es ergaben 
sich als Hydroxylzahlen (statt theoretisch 187): 
Fraktion I: 116, 124, 124, 125; 
S$ Ii: 189, 179, 187, 187, 191, 180; 
IIT: 166, 174, 157. 


4. Zunachst wurde ein anderes Priparat von Kahlbaumscher Ricinol- 
siure in gewohnter Weise acetyliert. Diesmal ergaben sich héhere Werte 
fiir die Hydroxylzahlen als vorhin: 162, 165, 178. Dieses Ricinolséure- 
praparat war also offenbar in geringerem Grade verunreinigt. 

Nach fraktionierter Fallung mit Calciumchlorid wie unter 3. und Um- 
kristallisieren wurde die Fraktion I rein weif und in der Kalte kristalliniseh 
erhalten. Auch die Fraktion II war in der Kalte gr6éBtenteils kristallinisch, 
aber mit einem gelben Ol untermischt; dieses wurde mit der Mutterlauge 
abgetrennt und nur das kristallinische Produkt weiter verarbeitet. Die 
Fraktion [ITT war rein 6lig und wurde nicht weiter untersucht. Als Hydroxy]- 
zahlen ergaben sich nunmehr: 

Fraktion I: 186, 186, 187; 
“- Il: 188, 187, 198; 


also gute Ubereinstimmung mit den theoretischen Werten. 


V. Hydroxylzahl des Cholesterins. 


Etwa 0,2 g Cholesterin (purissimum Merck) wurden 3 Stunden lang 


in einem kleinen K6lbchen mit eingeschliffenem RiickfluBkiihler mit 1 
bis 2cem Essigsdiureanhydrid gekocht. Dann wurde in reinstem Petrol- 
ither aufgenommen und die Lésung in einem kleinen Scheidetrichter durch 
Schiitteln mit oft gewechselten Wasserportionen solange gewaschen, bis 
das Waschwasser gegen Lackmus strengstens neutral blieb. Dann wurde 
der Petrolather vertrieben. Es kristallisierte das Acetylprodukt des Chole- 
sterins in zentimeterlangen zu prachtvollen Rosetten gruppierten Nadeln 
aus, welche sich auch in heiBem Alkohol als sehr schwer léslich erwiesen. 

Zum Wiederlésen erwies sich Petrolither als ungeeignet, da die Leicht- 
fliichtigkeit desselben die Genauigkeit der Bestimmung beeintrachtigte. 
Es wurde Benzol als Lésungsmittel vorgezogen. 

0,2625 g Acetylcholesterin wurden in 10 ccm Benzol gelést und je 
leem der Acetylbestimmung nach Friedrich! unterzogen. Es ergaben sich 
als Hydroxylzahlen: 138, 145, 137, 134; und nach abermaliger laingerer 
Trocknung: 147, 145, 145, 137 (Mittel 141) statt der theoretischen H ydroxyl- 
zahl 145. 


1 Eine kleine Modifikation ergab sich insofern, als Friedrich im vor- 
hinein die tiberdestillierte Essigsiure in einer Vorlage mit n/100 Jod auf- 
fangt. Entsprechend den bei der Mikroacetylbestimmung in Mucinsubstanzen 
gewonnenen Erfahrungen (O. Firth, R. Scholl u. H. Hermann, noch un- 
ver6ffentlichte Beobachtungen) pflegten wir der Vorlage Starkelésung 
zuzusetzen, und erst nach der Destillation titrierte n/100 Jodlésung zuzu- 
fiigen, um die etwa iibergegangene schweflige Saure in Schwefelsdure iiber- 
zufiihren (H,SO, + J, + H,O = H,SO, + 2 HJ). 

13° 
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VI. Acetylzah) des Cetylalkohols. 


Der Cetylalkohol [C,,H,;(OH)] findet sich bekanntlich an Palmitin 
siure gebunden im Walrat, aus dem ihn seinerzeit Berthelot durch Ver 
seifung mit alkoholischer Kalilauge nach Fallung der Seife mit Calcium 
chlorid gewonnen hat. Das von uns ohne weitere Reinigung analysierte 
Praéparat von Cetylalkohol gab viel zu niedrige Acetylzahlen um 160 herum. 
statt des theoretischen Acetyl- (nicht Hydroxyl-!)Zahlwertes von 196. Wir 
versuchten dann, den Cetylalkohol durch fraktionierte Kristallisation aus 
75° igem Alkohol zu reinigen. Doch auch so gelangten wir nur zu Acetyl- 
zahlen von 176 bis 178. 

Nun hat seinerzeit Krafft! festgestellt, da’ Cetylalkoholpraparat: 
von Kahlbaum daneben auch Octadecylalkohol, C,,gH3;,(OH), enthalten, 
von dem sie nur schwierig durch Verestern mit Essigséureanhydrid und 
fraktionierte Destillation im hohen Vakuum getrennt werden kénnen. 
Doch auch dies bietet noch keine ausreichende Erklérung fiir die gefundenen 
Werte. Denn die theoretische Acetylzahl des Octadecylalkohols betragt 179. 

Wir werden also vermuten miissen, das dem von uns untersuchten 
Praparat von Cetylalkohol auBer Octadecylalkohol auch noch andere die 
Acetylzahl herabdriickende Substanzen beigemengt waren. 


VII. Acetyl- (bzw. Hydroxyl-)zahl der Fettsiuren aus Butter. 


‘ 


Benedict und Ulzer (l.c. 8.777) charakterisieren das Gemenge de 
Fettséuren aus Butter: Jodzahl 28 bis 31, Verseifungszahl 210 bis 220, 
Acetylzahl 10 bis (?) 18 (Wachtel 9,6, Pastrowitsch). 

Wir gingen nun daran, unsere Mikromethode durch Analyse mehrerer 
Buttersorten zu erproben. 

Butterprobe A (Jodzahl 20 bis 21). 

Die Fettséuren wurden nach dem von Anton Fischer? in O. Fiirths 
Laboratorium ausgearbeiteten Verfahren durch Séurehydrolyse in Freiheit 
gesetzt (zehnstiindiges Kochen mit konzentrierter Salzséiure, Neutralisieren 
mit Lauge, Fallung mit Calciumhydroxyd; aus den Kalkseifen werden die 
Fettsauren wieder durch Salzséure in Freiheit gesetzt). Zur Weiterverar- 
beitung gelangte nur der petrolatherlésliche Anteil. Dieser wurde mit Wasser 


_ sehr sorgfaltig bis zur neutralen Reaktion des Waschwassers gewaschen, 


um das Glycerin und die Salzsiure mit Sicherheit zu beseitigen. Dann 
wurden die Fettsiuren durch dreistiindiges Kochen mit der dreifachen 
Menge von Essigsiureanhydrid acetyliert, der UberschuB von Essigséure- 
anhydrid durch neuerliches sorgfaltiges Waschen bis zur neutralen Reaktion 
des Waschwassers beseitigt. 

a) Makrohydroxylzahlbestimmung nach Benedict und Ulzer. 4 bis 5g 
genau eingewogener acetylierter Butterfettsiuren wurden in Alkohol gelést, 
mit n/2 alkoholischer Kalilauge médglichst genau neutralisiert. Hierauf 
wurde eine genau gemessene Menge (etwa 20ccm) einer genau gestellten 
n/2 alkoholischen Kalilauge zugesetzt und 5 Stunden unter Riickflub- 
kiihlung gekocht, wobei ein Bruchteil der Lauge durch die neu abgespaltene 
Essigsiure neutralisiert wurde. Der Rest wurde mit n/10 HCl zuriick- 
titriert. Dabei erwies sich die Bestimmung durch den unscharfen Farben- 


1 Krafft, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 17, 1628, 1884. — ? A. Fischer, 
diese Zeitschr. 175, 449, 1926. 
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umschlag sehr beeintrachtigt. Am besten gelang es noch, die Titration 
durch Tiipfeln auf Lackmuspapier zu beenden. Es ergaben sich schlieBlich 
Hydroxylzahlen von 55 bis 57. Rechnet man auf Acetylzahlen auf Basis 
der Ricinolséure um (die Hydroxylzahl derselben betragt 187, die Acetyl- 
zahl 165), so gelangt man zu Acetylzahlen 49 bis 50. 

Bp) Mikrohydroxylzahl nach Friedrich ergab 56, 58, 63, woraus sich 
{cetylzahlen von 50 bis 56 errechnen lassen, also ziemliche Ubereinstimmung 
zwischen Mikro- und Makrobestimmung. 

Butterprobe B (Jodzahl 34, Verseifungszahl 206 bis 209). 

«%) Makrohydroxylzahlbestimmung wie oben: 91 oder, umgerechnet, 
Acetylzahl 80. 

B) Mikrohydrorylzahl = 86, 85, 90, daher Acetylzahl etwa 76 bis 80. 

Butterprobe C. 

100 g Speisebutter wurden unter RiicktluBkiihlung mit etwa 500 ccm 
20°,iger alkoholischer Kalilauge mehrere Stunden gekocht. Die abge- 
schiedenen und gut ausgewaschenen Fettsiuren gaben Jodzahlen von 
38 bis 39 und Saéurezahlen von 214 bis 218. 

Makroh ydroxylzahl: 55, 46, 38, entsprechend Acetylzahl 34 bis 49. 
Mikrohydroxylzahl; 28, 29, 38, * a 25 ,, 34. 

Es schien uns in hohem Grade auffallend, daB unsere Acetylzahlen 
bei Untersuchung des Butterfettes auBerordentlich schwankend und 
um sehr vieles héher waren als die in der Literatur verzeichneten Acetyl- 
zahlen. Nun wei man einerseits, da8 Butter leicht .ranzig*’ wird. 
Andererseits aber ist bekannt, daB beim Ranzigwerden der Fette die 
Olsaure (im Gegensatz zu Palmitinséiure und Stearinséiure) unter dem 
Einflu8 von Licht und Luft leicht oxydativen Veranderungen unterliegt, 
wobei neben niederen Fettséuren und deren Aldehyden Dioxystearin- 
sdure auftritt!. Wie allgemein bekannt, unterliegen doppelt und dreifach 
ungesattigte Sauren in noch weit héherem Grade oxydativen Ver- 
anderungen. Von diesem Gesichtspunkt aus haben wir die gewohnte 
Ausfiihrung unserer Acetylbestimmungen in der Art modifiziert, daB 
wir sowohl die Salzsdurehydrolyse als auch das Kochen mit Essigsdure- 
anhydrid und die Laugenverseifung im Stickstoffstrom vornahmen. Der 
Effekt war iiberraschend, insofern nunmehr die Mikroacetylzahlen der 
Sauren des Butterfettes tief auf das Niveau der Literaturzahlen herunter- 
sanken und drei Bestimmungen die Werte 9, 7, und 10 ergaben (Wachtel, 
Benedict-Ulzr, |. c. 8. 777, gibt fiir Butterfett die Acetylzahl 9,7 an). 

Die Bestimmung der Makroacetylzahl in den Sauren der Butterfette 
gelang uns aber auch nach Ausschaltung dieser wichtigen Fehlerquelle 
nicht, da die einzelnen Bestimmungen trotz Einhaltung aller Vorsichten 
auBerordentlich schwankende Werte ergaben. 

Die groBe Wichtigkeit der durch das Arbeiten in einer Stickstoff- 
atmosphare ausgeschalteten Fehlerquelle wird durch eine neue Unter- 


1 4. Scala, Chem. Centralbl. 1898, I, 439. 
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suchung von Wilhelm Franke! iiber die Autorydation ungesdttigter Fett 
sduren illustriert. Aus dieser geht hervor, wie gewaltig die Autoxydation 
von ungesattigten Fettsauren, Lecithinen und Lipoiden durch gewisse 
Katalysatoren beschleunigt werden kann. Als solche sind das Haémoglobin 
und Hdaimin (M. E. Robinson), Sulfhydrilverbindungen, wie Cystein 
und Glutathion (O. Meyerhof, F. H. Hopkins), D-Vitamin (E. Couture) 
und Vitamin A bzw. Carotin (H.v. Euler) bezeichnet worden. De: 
Vitaminreichtum der Butter und die damit zusammenhangenden 
autoxydativen Vorgange mégen fiir die Schwierigkeiten mitverant- 
wortlich sein, denen wir gerade bei der Acetylzahlbestimmung im Butter- 
fett begegnet sind. W. Franke fand, daB auch Aminosduren, und zwar 
insbesondere ,,Hexonbasen‘*, die Autoxydation der ungesattigten Fett- 
siuren katalysieren, ferner gewisse Zuckerabbauprodukte, wie Methy/- 
glyoxal, Sterine und Carotinoide. 


Vill. 


In Erkenntnis dieser Fehlerquelle wurden nun bei allen weiteren 

: rs : , . ' 
Bestimmungen Saurehydrolyse, Acetylierung und Verseifung; des 
Acetylproduktes in einer Stickstoffatmosphare durchgefiihrt. 


A. Fettsduren des Olivendéls. 

Aus 100g kéauflichen Olivenédls wurden die Fettsaéuren nach dem 
Vorgange von Anton Fischer auf dem Wege der Salzsiurehydrolyse und det 
Abscheidung als Kalkseifen gewonnen. Die Jodzahl derselben  betrug 
77 bis 78 (die Jodzahlen des Olivenéls werden in der Literatur mit 78 bis 92 
angegeben. Die sechs Mikrohydroxylzahlbestimmungen ohne Stackstofi- 
atmosphdre ergaben die Werte 44, 43, 43, 40, 36, 34, mit Stickstoffatmo- 
sphare dagegen nur 13, 13. In der Literatur fanden wir? nur einige wenige 
Zahlen, die noch niedriger lagen (4,7 bis 10.7). Auch hier ergaben Makro- 
bestimmungen der Acetylzahlen in der alten Art weit héhere, zweifellox 
‘unrichtige Werte. 

B. Fettséuren aus Lebertran. 

Wir fanden: Jodzahl 131, Mikroacetylzahl 33, 32, Makroacetylzalil 
60 (72). In der Literatur fanden wir: Jodzahlen 123 bis 177, Acetylzahlen 
der Fettséuren 41 bis 50. 


C. Fettséuren aus Hundefett. 
Die Literaturzahlen fiir Jodzahlen betragen 50, die Acetylzahlen der 
Fettséuren 9,5 bis 12,3. 
Wir untersuchten die Fettséuren aus zwei Proben von Hundefett: 
a) Jodzahl 66, Mikroacetylzahl 9,5, 12,3; 
b) a 58, wt 20, °° ei- 


1 W. Franke, Liebigs Ann. 498, 129, 1932; siehe dort die Literatur. - 
2 Biochem. Handlex. 3, 98—99, 1911. 
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Die Makroacetylzahlen erwiesen sich auch in diesem Falle in so hohem 
(yrade schwankend. da’ wir tiberhaupt zu keinem brauchbaren Ergebnis 
selangen konnten. 

D. Menschenfett. 


Jodzahl 61, 64; Mikroacetylzahl 27, 25; Makroacetylzahl unsicher, 


etwa um 65 herum schwankend. 


IX. Durchfiihrung der Methode der Acetyl- (Hydroxyl-)zahl-Bestimmung. 


Aus einigen Gramm des Fettes (!/, g geniigt) werden nach Anton 


Fischer die Fettsiuren abgetrennt. Man kocht das Fett mit mindestens 
der dreifachen Menge Salzsdure unter RiickfluBkiihlung und Stickstoff- 
durchleitung 9 Stunden lang, J4Bt erkalten und bringt das Gemisch 
durch Zusatz von 60°, iger Kalilauge auf schwach alkalische Reaktion, 
wobei die Seifen sich zum Teil abscheiden. Man JéBt neuerlich erkalten, 
fallt die gelésten Seifen durch Zusatz von Kalkwasser im UberschuB 
aus und filtriert die unléslichen Kalkseifen ab. Man suspendiert den 
Niederschlag in Wasser, setzt die Fettsiuren durch Salzsdure in Freiheit. 
Zum Zwecke der vollstandigen Zerlegung der Kalkseifen erwarmt man 
eine Zeitlang auf dem Wasserbad. Man |a8t dann erkalten, iibertragt in 
einen Scheidetrichter und schiittelt mit Petroldther aus. Der Petrol- 
ather aus der iiberstehenden Schicht wird dann abdestilliert und der 
aus Fettsiuren bestehende Riickstand bei 60° getrocknet. 

Das Fettsiurengemisch wird dann 3 Stunden lang unter RiickfluB- 
kiihlung und Stickstoffdurchleitung mit reinstem Essigsdureanhydrid 
gekocht. Nachher werden die acetylierten Fettséuren zur Beseitigung 
des Uberschusses von Essigsiureanhydrid in einem kleinen Scheide- 
trichter mit oft gewechselten Portionen destillierten Wassers bis zur 
absolut neutralen Reaktion des Waschwassers gewaschen, welche Prozedur 
natiirlich mit der erforderlichen Sorgfalt und Geduld genau durch- 
gefiihrt werden muB. SchlieBlich werden die acetylierten Fettsaéuren 
in Petrolather gelést, um eine scharfe Trennung vom Waschwasser zu 
erméglichen. Die Petrolatherlésung wird eventuell geteilt, in Schalchen 
iibertragen und bei etwa 70° getrocknet. 

Eine Menge von ungefahr 0,2 bis 0,3 g wird in einem Kélbchen aus 
Jenaer Glas von etwa 10 ccm Fassungsraum mit eingeschliffenem 
tiickfluBkihler genau eingewogen und 2 Stunden lang unter RickfluB- 
kithlung und Stickstoffdurchleitung mit 4 ccm halbnormaler alkoholi- 
scher Kalilauge gekocht, wobei die Abspaltung der Essigsaiure erfolgt. 
Der ganze Kolbeninhalt wird dann in ein 10-cem-MeBk6lbchen iiber- 
gespult und zur Marke aufgefiillt. 

Je 3ccm dieser Lésung (eventuell auch weniger) werden dann der 
Mikroacetylbestimmung nach Friedrich und Rapaport! unterworfen. Es 


1 Genaue Beschreibung: Friedrich, Die Praxis der quantitativen 


organischen Mikroanalyse, S. 162—170. F. Deuticke, 1933. 
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ist also méglich, mit dem Kolbeninhalt drei Parallelbestimmungy: 

durchzufiihren. 3ccm der Seifenlésung werden mit 25 ccm 25 %ige: 
Toluolsulfosdure im Friedrichschen Apparat aus siedendem Wasserba« 
vorsichtig tiberdestilliert. Dem aus Wasser bestehenden Vorlageinhal|t 
(Modifikation nach Fiirth, Scholl und Hermann) wird Starkelésung und 
dann Jodlésung zur Beseitigung wbergegangener schwefliger Sdur 
zugefiigt (vgl. Abschnitt III). Endlich wird die SchluBtitration de: 
iibergegangenen Essigsiure unter Zusatz von Kaliumjodid und Kalium 
jodat durchgefihrt. 


Berechnung der Acetylzahl. 

Kin Beispiel wird dieselbe in einfachster Weise veranschaulichen: 

0,320 g der acetylierten Fettsiure sind in das Verseifungskélbcher, 
genau eingewogen worden. Nach vollzogener Verseifung mittels alkoholische: 
Lauge ist der Kolbeninhalt in einem Me8ké6lbchen auf das Volumen von 
10 ccm aufgefiilllt worden. Davon wurden 3ccm weiter analysiert. also 
3. 0,032 = 0,096 g oder 96 mg acetylierter Fettsaure. 

Bei der Destillation mit 25°,iger Toluolsulfosaure im Friedrichschen 
Apparat ist neben der abgespaltenen Essigséure auch ein wenig schwefliger 
Sdure iibergegangen. Dieselbe wurde jodometrisch ermittelt (wobei es gleich- 
giiltig ist, ob man von vornherein n/100 Jodlésung vorlegt oder Wasse1 
+ Starkekleister und nachtraglich erst n/100 Jodlésung bis zur beginnenden 
Blaufarbung zufiigt). Die schweflige Saéure setzt sich mit Jod nach der 
Gleichung H,SO, + J, + H,O = H,SO, +2HJ um. Auf je zwei vei 
brauchte Jodiquivalente werden also je vier Saéureiquivalente (Schwefel- 
siure und Jodwasserstoffsaure) frei. Setzt man nachtraglich KJO, + KJ 
zu, so wird also nicht nur die tiberdestillierte Essigsdure Jod frei machen. 
Es wird vielmehr ein wenig Jod auch durch die neu entstandene Schwefel- 
sdure und Jodwasserstoffsiure frei gemacht werden. In unserem Beispiele 
wurden 0,2 cem n/100 Jod zur Oxydation der schwefligen Saure verbraucht 
Dementsprechend miissen 2 . 0,2 = 0.4 cem n/100 Saéure als neu entstanden 
in Rechnung gesetzt werden. 

Jetzt erst beginnt die Titration der Essigsdure, indem man jodsaures 


‘Kalium und Jodkalium hinzufiigt. Nach der Gleichung KJO, + 54K J 


+6CH,.COOH = HJO, + 5 HJ + 6CH,.COOK = 3 J, + 3 H,0 
+ 6CH,.COOK macht jedes Aquivalent Essigsiure ein Aquivalent Jod 
frei. Die frei gemachte Jodmenge entspricht in unserem Beispiele 5,4 cem 
n/100 Thiosulfat. Auf die Essigséure als solche entfallen 
5,4ceem n/100 Thiosulfat 
—0,4 ,, n/100 by 


= §,0ccm n /100 Thiosulfat 


5,0cem n/100 Thiosulfat entsprechen nun 5,0 ccm n/100 Essigsaure ode: 
5,0cem n/100 KOH. Da leem n/100 KOH der Menge von 0,00056 ¢ 


oder 0,56mg KOH entspricht, sind 5.0,56 = 2,8mg KOH durch die 


Essigsiiure gebunden worden, die aus 96 mg des Acetylproduktes abgespalten 
worden war. Die Acetylzahl gibt nun aber an, wieviel Milligramm KOH 
jene Essigsiuremenge zu binden vermag, die aus 1g oder 1000 mg de- 
Acetylproduktes abgespalten worden ist. 

Also: x: 2,8 = 1000: 96. Acetylzahl: x = 29,2. 
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X. Zusammenfassung. 

1. Fur das Studium von Problemen des intermediaren Fettstoff- 
wechsels bedarf man einer Methode der Mikroacetyl- (H ydroxyl-) Zahl- 
hestimmung, um auch die relativ geringen Fettmengen, die in den Organen 
der Laboratoriumsversuchstiere enthalten sind, analytisch erfassen zu 
kénnen. Die bisher vorliegenden Makromethoden erwiesen sich in dieser 
Hinsicht als véllig unzureichend. 

2. Unser Verfahren der Mikroacetylbestimmung basiert auf der 
Bestimmung jener Essigsiuremenge, welche aus acetylierten Fettsduren 
nach vollzogener Verseifung abdestilliert werden kann, und zwar 
geschieht dies nach dem neuen sehr exakten Mikroacetylbestimmungs- 
verfahren von A. Friedrich und A. Rapaport. 

3. Bei Untersuchung der Acetylzahl von Fetten empfiehlt es sich, 
die Fettsduren als solche abzutrennen, was am besten nach dem Ver- 
fahren von Anton Fischer durch Hydrolyse mit konzentrierter Salz- 
siure und Abscheidung der Kalkseifen unter N-Durchleitung geschieht. 

4. Als wichtige Fehlerquelle bei der Acetylzahlbestimmung der 
in natiirlichen Fetten vorkommenden Fettséuren ergab sich die Neu- 
hildung von Hydroxylen bei der analytischen Verarbeitung von Fett- 
substanzen, welche reichlich ungesattigte Sauren enthalten. Zwecks 
Ausschaltung dieser Fehlerquelle soll die Salzsiurehydrolyse, die 
Acetylierung mit Essigsiureanhydrid und die Laugenverseifung der- 
artiger Acetylprodukte im Stickstof/fstrom durchgefiihrt werden. 

5. Unsere Mikrobestimmung der Acetylzahl (Hydroxylzahl) ergab 
bei ausreichend gereinigter Ricinolsdure, ebenso wie beim Cholesterin 
gute Ubereinstimmung mit den theoretischen Werten. Die Unter- 
suchung eines Praparates von Cetylalkohol ergab in demselben die 
Beimengung von Substanzen, welche die Acetylzahl hinabdriicken. 
Die Untersuchung der Fettséuren des Butterfettes, welche anscheinend 
leicht einer sekundaren Oxydation unterliegen, ergab erst beim Arbeiten 
unter SauerstoffausschluB plausible Werte. Das gleiche gilt fiir die 
Fettsduren des Olivendls. Unter Anwendung aller Vorsichten ergaben 
sich als Mikroacetylzahlen der Fettsiuren fiir Lebertran Werte von 
33 und 32, fiir Hundefett 9,5 und 12,3 und in einer anderen Probe 26 
und 27, fiir Menschenfett Werte von 25 und 27. 





Zur Frage des Ubergangs von Glycerinaldehyd-3-phosphorsaure 
in Methylglyoxal und Milchsiaure. 


Von Maria Kobel und Herbert Collatz. 


(‘Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1933.) 


In dem gelaufigen Garungsschema sind die Triosen bei den 
desmolytischen und dismutativen Teilreaktionen nicht beriicksichtigt, 
da sie bisher in der Natur als Zuckerspaltungsprodukte nicht auf 
gefunden sind. Zu wiederholten Malen!, zuletzt von Newberg und 
Kobel, wurde darauf hingewiesen, da sie jederzeit als solche oder in 
Form von Phosphorsdure-estern eingefiigt werden kénnen, sobald 
sie isoliert werden. In Anbetracht der durch Eingriffe verschiedener 
Art erzielten Umwandlung der 3-Kohlenstoffzucker in Methy!- 
glyoxal war die Frage zu priifen, ob unter den Umstanden, unter 
denen bisher Methylglyoxal als Produkt des glykolytischen Abbaues 
gewonnen worden ist, der Ketonaldehyd primar vorhanden oder durch 
das Abscheidungsverfahren aus Glycerinaldehyd-phosphorsiure — se 
kundar erzeugt ist. Nach den Arbeiten des hiesigen Instituts ist die 
Isolierung, die zum Teil einen quantitativen Ubergang des umgesetzten 
Hexose-di-phosphats in Methylglyoxal anzeigt, zumeist durch Fallung 
mit salzsaurem 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin geschehen. Das _ Bis- 
hydrazon des Ketonaldehyds bildet sich in wenigen Augenblicken, wenn 
man die kalte Versuchslésung mit der warmen Lésung des Reagenzes 
vermischt; dabei erreicht die Temperatur rund 40°. Es war unwahr- 
scheinlich — vgl. weiter unten —, da bei diesem Vorgehen Phospho- 
glycerinaldehyd in wesentlichem Umfange oder gar quantitativ das 
Derivat des Methylglyoxals liefern sollte. AuBerdem ist das Methyl- 
glvoxal auch noch auf zwei anderen Wegen abgeschieden worden, namlich 
als Dioxim? und als angulares Naphthopyrazin®, also unter sehr 
schonenden Bedingungen. 

Bereits Barrenscheen und Beneschorvsky* haben sich mit der von 
ihnen dargestellten Glycerinaldehyd-phosphorsaure nach dieser Richtung 
beschaftigt und bei Einwirkung von Muskelextrakt unter normalen 
Bedingungen keine Entstehung von Methylglyoxal aus dem Triose- 
ester beobachtet. Diese Angabe der Wiener Autoren kénnen wir durch 
Untersuchungen mit Hefe erginzen. Besondere Versuche iiber dic 


1 C. Neuberg, Der Zuckerumsatz der Zelle, Monogr. Jena 1913, S. 14: 
C. Neuberg u. M. Kobel, Angew. Chem. 46, 711, 1933. — ? C. Neuberg 
u. M. Scheuer, Monatsh. f. Chem. (Wegscheider-Festschrift) 53/54, 1031. 
1929. — 3 Dieselben. B. 68, 3068, 1930. —- 4 H. K. Barrenscheen u. H. Bene 
schovsky, diese Zeitschr. 265, 159, 1933. 
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ganze Frage hielten wir aber deshalb fiir nétig. weil Barrenscheen und 
Beneschovsky mit einer Glycerinaldehyd-phosphorsaure gearbeitet haben, 
in der die Stellung des Phosphorséure-restes unbekannt war!. Es 
kénnte sich um Glycerinaldehyd-2-phosphorsaure handeln, die méglicher- 
weise ein anderes Verhalten aufweist als die jetzt in Betracht gezogene 
Glycerinaldehyd-3-phosphorsiure. Mit letzterer, die nach der Vor- 
schrift von H.O. L. Fischer und E. Baer? bereitet war, ergab sich fol 
gendes: Unter den Bedingungen, unter denen aus Hexose-di-phosphat 
Methylglyoxal in reichlichster Menge erzeugt wird, entstehen nicht 
mehr als Spuren Methylglyoxal. In dieser Hinsicht verhalt sich ebenso 
eine Lésung von reinem Glycerinaldehyd-phospiat ohne Hefe. Es ist nur 
eine minimale Menge eines Gemisches von phosphorhaltigem Hvdrazon 
und Osazon zu isolieren’. Wir gelangen mit unserem Material also zu 
ganz den selben Erfahrungen, die Barrenscheen und Beneschovsky fiir ihr 
nicht eindeutig definiertes Produkt gemacht haben. In den Ansiitzen mit 
Hefe wird auBerdem Milchsiure, und zwar als Hauptprodukt, gebildet. 
Die Menge der Milchsaure ist nahezu die theoretische (48 °,), wenn man 
annimmt, dais von dem verwendeten d, !-glycerinaldehyd-phosphor- 
sauren Salz nur der eine Antipode in die biologische Reaktion eintritt. 

Somit ergeben die bisherigen Versuche keinen Anhaltspunkt dafiir, 
daB die friher von Neuberg und Kobel festgestellte und von vielen Seiten 
bestatigte biochemische Bildung des Methylglyoxals auf eine nachtrag- 
liche Umwandlung einer im Reaktionsgemisch vorhandenen Glycerin- 
aldehyd-phosphorsaure zuriickzufiihren ware. 

Zu den Versuchen wurde das glvcerinaldehyd-3-phosphorsaure Calcium 
durch Schiitteln mit der berechneten Menge Kaliumoxalatlésung zum 
Kaliumsalz umgesetzt. 

Beispiel: 
1. 50 cem 0,357°,ige Lésung von glycerinaldehyd-3-phosphorsaurem 
Kalium, 1 g frische Sinnerhefe, 2 cem Toluol. 

2. Wie 1, aber ohne Hefe. 

3. 50cem Wasser, 1g Hefe, 2cem Toluol. 

Die Ansaétze wurden 2 Tage bei 37° digeriert. 

Der Gehalt an anorganischem Phosphat wurde in allen drei Versuchen 
za Beginn und nach 2 Tagen (bei Aufarbeitung der Versuchslésungen) 
kolorimetrisch bestimmt. 





mg P pro ecm 


1 2 3 
Zu Beginn. .. . 0,152 0,150 Spur 
: Nach 2Tagen. . . 0,446 0,408 0,044 
1H. K. Barrenscheen u. L. Klebermass-Messiner, diese Zeitschr. 265. 
157, 1933. — ? H.O. L. Fischer u. E. Baer, B. 65, 337, 1040. 1932. 


* Beziiglich Neigung bestimmter Di-nitrophenylhydrazone, auBerst leicht 
n Osazone iiberzugehen, siehe J. St. Newberg, diese Zeitschr. 255, 17, 1932, 
owie H.O.L. Fischer u. E. Baer, |. ¢ 
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Durch Abzug des m Vergleichsversuch 3 aus der Hetfe abgespaltene: 
Phosphors von dem in Versuch | in anorganische Bindung wbergefiihrte: 
Phosphor erhalt man den aus der Glycerinaldehyd-3-phosphorséure ab 
gespaltenen Phosphor zu 0,446 — 0,044 0,402 mg pro cem. Demnac} 
waren im Hefeansatz | nach 2 Tagen 89,3 °,, des Phosphors aus der Glycerin 
aldehyd-3-phosphorsiure frei geworden, in dem _ hefefreien Vergleichs 
versuch 2 in der gleichen Zeit 90,7°,, der Theorie. 

Da in beiden Versuchen auch zu Beginn etwas anorganischer Phosphor 
mit der Bestimmungsmethode nachgewiesen wurde, ist anzunehmen, dal} 
wihrend der in stark saurer Lésung vorgenommenen Phosphorermittelung 
eine partielle Hydrolyse des Phosphorséure-esters stattfindet. 

Zur Isolierung hydrazonbildender Substanz sowie zur Bestimmung de: 
entstandenen Milchsiure wurden die Reaktionsgemische | und 3. nach 
2? Tagen zentrifugiert und iiber etwas Fuller-Erde kiar filtriert. Da in eine: 
Probe von | und 3 Zusatz von Sublimat und Salzséure keine Fallung be 
wirkte, so wurden je 40 cem der drei Versuchslésungen ohne vorherige 
EnteiweiBung mit je 20 cem einer warmen Lésung von 1g 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazin in 60cem 2n HCl vermischt. In den Versuchen | und 2 
entstand eine geringe Fallung, die nach zweistiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur abzentrifugiert wurde; Ansatz 3 blieb klar. 

Aus 40 cem Versuchsl6sung | und 2 wurden je 20 mg eines Gemisches 
von 2, 4-Di-nitrophenyl-hydrazon und -osazon erhalten. Dabei waren in 
Alkohol unléslich 6,7 mg von Ansatz 1 und 3,1 mg von Ansatz 2. Der in 
Alkohol lésliche Anteil war stark phosphorhaltig und gab mit alkoholischer 
Kalilauge die fiir Hydrazone typische Farbreaktion (Rottarbung). Die 
in Alkohol unlésliche Portion enthielt nur Spuren Phosphor und lieferte 
mit alkoholischer Kalilauge eine tiefe Blauviolett-farbung, wie sie fiu 
Osazone charakteristisch ist; diese Fraktion enthielt wahrscheinlich geringe 
Mengen von Methy!lglyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon'. 

In den von den Hydrazon-Osazon-Gemischen abzentrifugierten Lé 
sungen kann, wie Simon und Neuberg? gezeigt haben, nach Kupfer-Kalk- 
fallung und Klarung mit Tierkohle ohne weiteres die gebildete Milchsaure 
bestimmt werden; beim Analysengang nach Friedemann, Cotonio und Shaffer 
fanden wir fiir 50cem Versuchslésung die Milchsaéuremengen, die aus 
der folgenden Tabelle zu ersehen sind: 





mg Milchsdure in 


| @ . - ~ 
Versuch 50 cem Versuchslisung 


1 37,97 
2 1,69 
3 6,75 


Durch Abzug der in Versuch 3 aus Hefe hervorgegangenen wirklichen 
oder vermeintlichen Milchséure von der in Versuch | gebildeten erhielt 
man die aus der Glycerinaldehyd-3-phosphorsiure entstandene Milchsaure ; 
sie machte fiir 178,5 mg _ glycerinaldehyd-3-phosphorsaures Kalium 37,97 
— 6,75 = 31,22mg oder 47,9°, der theoretisch méglichen Menge aus. 





1 Vogl. hierzu H. Coilatz u. I. St. Neuberg, diese Zeitschrift 255, 34, 1932. 


— 2% EB. Simon u. C. Neuberg, ebenda 282, 480, 1931. 
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i ber die Hemmung der Mazerationssaftgirung durch Sauerstoff 
in Gegenwart positiver Oxydoreduktionssysteme. 
Von 
Fritz Lipmann. 
(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 21. November 1933.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


In kiurzlich mitgeteilten Versuchen (1) wurde festgestellt, daB in 
Meyerhofschem Muskelextrakt, dessen glykolytische Wirksamkeit un- 
abhangig von der Gegenwart von Sauerstoff ist, die Hemmung der 
Glykolyse durch Sauerstoff (Pasteursche Reaktion) durch Zusatz re- 
versibler Oxydoreduktionssysteme von einem F, iiber +- 0,1 Volt hervor- 
gerufen werden kann. Die diesem Potentialbereich entsprechenden 
Clarkschen Indikatoren der Indophenolreihe werden in Stickstoff 
durch die Reduktionssysteme des Extraktes reduziert. Wird nun 
Sauerstoff zugeleitet, so tritt eine teilweise Oxydation des Leukofarb- 
stoffs auf, was gleichbedeutend mit einer Verschiebung des Redox- 
Potentials nach der positiven Seite in den Bereich des angewandten 
Indikators ist. Die Versuche zeigten somit, daB stabile Pufferung auf 
ein Redox-Potential iiber -- 0,1 Volt den normalen Ablauf der zur 
glvkolytischen Umwandlung von Kohlenhydrat notwendigen Oxydo- 
reduktionskatalysen verhindert. Dieser Befund lieB erwarten, daB die 
dem Reaktionstyp nach der glykolytischen Spaltung zum mindesten 
nahe verwandte Garung sich ahnlich verhalten wiirde. 


1. Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden mit Lebedew-Saft angestellt. Die zur Herstellung 
der Garlésung verwendete Trockenhefe war ein Praparat, das mir in freund- 
lichster Weise von Herrn Professor Boysen-Jensen zur Verfiigung gestellt 
wurde. Es handelte sich um ein aus Carlsberg-Unterhefe nach dem Lebedew- 
schen Trocknungsverfahren, unter Beriicksichtigung langjahriger Er- 
fahrungen mit dieser Hefesorte hergestelltes, sehr wirksames Priparat. 
Ich bin Professor Boysen-Jensen fiir seine liebenswiirdige Hilfe zu groBem 
Dank verpflichtet. 

Die Trockenhefe wurde mit dem dreifachen Gewicht Leitungswasser 
von 45° vermischt und 2 Stunden im Brutschrank bei 39° autolysiert. Die 
Messung der Kohlensaurebildung wurde in Warburg-Manometern von 
l6cem Rauminhalt vorgenommen. 

Die Versuchsansétze waren durchgehend: 0,6cem Mazerationssaft, 
0,4ceem Zusatze bzw. Wasser, 0,1 cem 20°,ige Glucoselésung, die zur Auf- 
hebung der Angirung (2) 0,2°, Hexosephosphat enthielt. 
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Diese Lésung wird kurz als Glucose + Hexosediphosphorséure be 
zeichnet. Das Garsubstrat wurde zu Beginn des Versuchs nach Einstellung 
des Temperaturausgleichs aus dem Anhang des GefaéBes in den Hauptraun 
eingekippt. Die Versuche wurden bei 24,7° C angestellt. Das pq des Mazera 
tionssaftes, der fiir alle Versuche aus dem gleichen Trockenhefepraparat 
hergestellt war, betrug 6,6. 


2. Hemmung der Girung durch Jod. 


Bei Untersuchung der Wirkung starker Oxydationsmittel auf die 


Glykolyse im Muskelextrakt hatte sich ergeben (1), daB die zum Hervor- 
rufen von Hemmung notwendige Konzentration von der oxydoreduk- 
tiven Pufferung abhaingig ist. Zunachst reagieren die SH-haltigen 


Tabelle I. Hemmung des Mazerationssaftgérung durch Jod. 





Hichstgesch windigkeit 


der Gurung Jodkonzentration Hemmung 
emm (Og pro Min. n. 10-3 o), 
53 0 or 
45 3,2 16 
30 6,4 33 
16 8 70 
10 8.9 80 


und wahrscheinlich auch andere reduzierende Gruppen des Extraktes 
mit dem Oxydationsmittel, und erst nach Verschwinden der S H-Reaktion 
wird die oxydative Hemmung bemerkbar. In Tabelle I sind die Héchst- 
geschwindigkeiten der Garung nach 

















crm Cb, . ; 
00 Versetzen des Extraktes mit steigenden 
Jodmengen verzeichnet, und in Abb. 1 
500 sind die Géarungskurven abgebildet. 
Vorher war durch ‘litration des 
+00 Mazerationssaftes mit Jod diejenige 
Konzentration festgestellt worden, bei 
500 der die Nitroprussidreaktion gerade 
y 
t+ — A 
200 + | eg. 
8 + + | ae j 
Pl 
L | S|} 
0 $ #0} { 
20; 
| 
' ; 7) <<? ¢ 6 8 DI 
Minuten Jod 
Abb, 1. Abb. la. 
Girungshemmung durch Jod. Zur Hemmungskonzentrationskurve, be- 
Zeit 0 wurde Glucose + Hexose- rechnet aus Versuch Tabelle I. Die 
diphosphorsaiure eingekippt. gestrichelte Linie markiert die Jod- 


konzentration, bei der die S H-Reaktion 
im Mazerationssaft gerade versehwand. 
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verschwand. Aus dem Verlauf der in Abb. la dargestellten Konzen- 
trationshemmungskurve ist zu ersehen, daB auch im Mazerations- 
saft die Garungshemmung durch Jod erst nach Verschwinden der 
SH-Reaktion deutlich hervortritt. Ahnliche Verhaltnisse bei Garungs- 
hemmung durch Jod an lebender Hefe wurden kiirzlich von 
Schroeder, Woodward und Platt (3) beschrieben. Aus diesen Be- 
funden geht nun hervor, da die Garsysteme in einem gewissen Aus- 
maB durch die Reduktionssysteme der Zelle vor der oxydativen Hem- 
mung geschiitzt werden, und es erscheint verstandlich, daB die aerobe 
Zuckerspaltung durch Zusatz von Glutathion gesteigert wird, wie dies 
am Carcinom von Bumm und Appel (4) und an Hefe von Quastel und 
Wheatley (5) gezeigt wurde. Es erscheint auch méglich, daB die bei 
Tumoren haufig sehr gering gefundene Hemmung der Glykolyse 
durch die Atmung (6) mit dem Reichtum dieser Gewebe an hoch- 
reduzierenden Substanzen (7) (8) (9) zusammenhangt. 


3. Die Hemmung der Mazerationssaftgirung durch Sauerstoff. 


Ebenso wie die Glykolyse in Muskelextrakt ist die Mazerationssaft- 
garung unempfindlich gegen Sauerstoff. Dichlorphenolindophenol, das 
geeignete Oxydoreduktionssystem, die Hemmung der Glykolyse in 


cmm ll, 
500 





cml __ eeetas. 
N,- Naphtolsult-/ndophenol 


#00; 


4 







4, - Naphtolsult-Jndophend! 





0 . es ee See 
] é 7 2 J 
Stunden Stunden 
Abb. 2. Abb. 3. 


Mazerationssaftgirung 
mit 0,07° > Naphtho!- 
sulphonat - Indophenol 
Zur Zeit 0 wurde Saccha- 
rose eingekippt. 


Mazerationssaftgarung mit 
0,14°/sigem Naphtholsulphonat- 
Indophenol. Zur Zeit 0 wurde 
Glucose + Hexosediphosphor- 

séure eingekippt. 





Sauerstoff im Muskelextrakt zu reproduzieren, wird durch Mazerations- 
saft auch in Sauerstoff vollkommen reduziert. Dies ist auf die saurere 
Reaktion und insbesondere auf die gréBere Reduktionskapazitat des 
Mazerationssaftes zuriickzufiihren. Als geeigneter Indikator, um die 
Pasteursche Reaktion im Mazerationssaft zu reproduzieren, erwies sich 
Naphtholsultonat-Indophenol mit einem F, von + 0,147 Volt bei 
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pu 6.6. Versuche mit diesem Farbstoff sind in Abb. 2, % und 4 da: 
yestellt. In Versuch Abb. 2 war Saccharose Garsubstrat, und die Farb.- 


- <6 


stoffkonzentration betrug 0,07°%,. Hier war die Herabsetzung di 
maximalen Gargeschwindigkeit in Luft 40°,. Bei einer Farbstoff 
konzentration von 0,14 °, mit Glucose + Hexosediphosphorsaure (Abb. 3 
fiel in Luft nach einer kurzdauernden starkeren CO,-Entwicklung in 


der Angérungsperiode (s. spiter) die Garung auf sehr niedrige Werte 


ommbl, 
SH er ae 
Abb. 4. 
Garungshemmung bei nach- 
100 ; ' triglichem Zusatz von Naphthol- 
sulphonat-Indophenol. Luft im 
Gasraum. 


Zor Zeit © wurde Glucose 

Hexosediphosphorsaure zu- 
gegeben. Nach voller Aus- 
bildung der Garung wurde bei # 
der Farbstoff eingekippt. End- 
konzentration des Farbstoffs 
014 %>. Die gestrichelte Linie 
zeigt den Garverlauf in einen 
Parallelversuch, in dem Wasser 
Statt Farbstofflésung eingekippt 

war. 





0 
Vv 


Minton” . 

ab, wahrend im Stickstoffversuch die normale Garkurve gefunden 
wurde. In beiden Fallen war in Stickstcoff der Farbstoff véllig reduziert, 
wahrend in Luft bei 0,07%, eine nicht sehr starke, bei 0.14%, eine 
kraftige Farbung bestehen blieb. In Abb. 4 ist ein Versuch wieder- 
gegeben, bei dem nach Ausbildung der vollen Garung in Luft der Farb- 
stoff eingekippt wurde, so daB die Farbstoffkonzentration nun 0.14 ° 
war. Sofort fallt die Garung auf einen etwa der Endgeschwindigkeit 
in Abb. 3 entsprechenden Betrag. Ebenso wie die Glykolyse ist also 
die Garung in Gegenwart positiver Redox-Systeme durch Sauerstoff 
hemmbar. 


4. Messung der Oxydoreduktionspotentiale in garendem Mazerationssaft. 

Der Garansatz war der gleiche wie fiir die Manometerversuche 
Die Messung wurde in einem kurzen Reagensglas in 1 cem Fliissigkeit 
vorgenommen, als Gegenelektrode gesattigte Kalomelelektrode, als Meb- 
elektrode blanke Platinelektrode, zur Uberleitung ein kapillar aus- 
gezogener Agarheber. Wahrend der Messung wurde zur Aufrecht- 
erhaltung konstanter Bedingungen die Fliissigkeit dauernd mit Lu/t 
durchstrémt. Die angegebenen Potentialwerte sind gegen Normal- 
wasserstoffelektrode umgerechnet. 

In Stickstoff sinkt das Potential, wie zu erwarten, auf sehr niedrig« 


Werte ab. Auf diese Versuche, wie insbesondere auf die das Redox- 
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Potential stark beeinflussenden Vorgange wahrend der Angarungs- 
veriode, wird in einer spateren Arbeit naher eingegangen werden. Im 
Zusammenhang der hier behandelten Frage interessiert uns besonders 
das Potential in Sauerstoff. Abb. 5 gibt eine Potentialkurve in Luft 
wieder. Das Potential sinkt langsam bis in die Gegend von +- 0,2 Volt 
ab, Zusatz von Glucose +- Hexosediphosphorsaure andert den Kurven- 
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Abb. 5. Abb. 6 
Potentiale von Mazerationssaft Vergleich der Garkurven und der Poten- 
gegen eine blanke Pt-Elektrode tialkurven in Gegenwart von Oxydo- 
in Laft. reduktionssystemen mit verschiedenem Fa. 
Die Potentiale wurden gegen eine Oben Garkurven, unten Potentialkurven. 
gesattigte Kalomelelektrode ge- e @ Thionin 6,04°),, E, 0M V 
messen und gegen Norma!-Wasser- (Py 6.6) 
stoffelektrode umgerechnet. @——-—-—@ Naphtholsalphonat - Indophe- 
nol O14 . Ep 015 V 
‘Py Lies i. 


verlauf nicht. Wird nun eine Spur Thionin zugesetzt, so springt das 
Potential sofort auf etwa + 0,08 Volt, bleibt hier fiir langere Zeit 
konstant, um dann langsam zu steigen. Nach allen bisherigen Erfahrungen 
(uastel und Wetham (10), Thunberg (11), Michaelis (12), Wurmser (13), 
Lehmann (14)] ist anzunehmen, daB erst nach Zusatz einer merklichen 
Menge eines im Bereich des Katalysatorsystems liegenden Indikators 
dessen wahres Redox-Potential meBbar wird. Das Potential des Maze- 
rationssaftes liegt also in Luft um + 0,08 Volt. In Abb. 6 sind Versuche 
mit Thionin und Naphtholsulfonat-Indophenol wiedergegeben: oben 
sind die Garungskurven, unten die Potentialkurven aufgetragen. Zur 
Zeit Null wurde Glucose — Hexosediphosphorsaure einpipettiert. 
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Thionin beeinfluBt die Garung nur, im Sinne einer Abkiirzung di 
Induktionsperiode. Am Thioninversuch interessiert uns hier nur, dai; 
das Potential im Bereich von -+- 0,05 Volt liegt. Mit einer genaueren 
Untersuchung der negativen Potentialschwankung in der Angarungs. 
periode bin ich im Augenblick beschaftigt. Das Potential in Gegenwart 
von 0,14°%, Naphtholsulphonat-Indophenol liegt dagegen stabil ge- 
puffert bei 0,16 Volt. Nur wenn in der Angarungsperiode das Potentia! 
etwas sinkt, tritt, wie aus der nach oben aufgetragenen Garkurve 21 
ersehen ist, eine gréBere CO,-Bildung auf, die bei Wiederansteigen des 
Potentials auf einen sehr niedrigen konstanten Wert sinkt. 


+e 


5. Gleichzeitige Messung des Sauerstoffverbrauchs, der Girung in Sauerstoff 
und der Girung in Stickstoff in Gegenwart reversibler Oxydoreduktions- 
systeme. 

Aus dem Ergebnis der im vorigen Abschnitt mitgeteilten Potential- 
messungen laéB$t sich ersehen, daB auch in Gegenwart von Sauerstoff 
ein mehr oder weniger groBer Teil des zugesetzten Farbstoffs in redu- 
zierter Form in garendem Mazerationssaft vorliegt. Da die Leukoformen 
der verwendeten Farbstoffe mit Sauerstoff reagieren, die Potentiale. 
d. h. also das Verhaltnis von oxydierter zu reduzierter Form, besonders 
beim Thionin, fiir langere Zeit konstant bleiben, so ist auf eine Sauerstoff- 
iibertragung durch den Farbstoff zu schlieBen, indem die Konstanz 
des Potentials dadurch zustandekommt, daB ebensoviel Farbstoff. in 
der Zeiteinheit reduziert wie reoxydiert wird. In Tabelle II sind Ver- 
suche wiedergegeben, in denen der Sauerstoffverbrauch und die Kohlen- 
siurebildung in O, und in N, gleichzeitig gemessen wurden. 

Die Ansatze waren fiir die drei Messungen die gleichen. Im Atmungs- 
gefa8 befand sich Kalilauge im Einsatz. Fiir die Sauerstoffmessungen 
wurde Bombensauerstoff durch die GefaBe geleitet, der Stickstoff wurde 
‘durch Uberleiten iiber gliihendes Kupfer gereinigt. Bei gehemmter Garung 
(Nr. 1 und 2) la8t sich die Atmung durch die ganze Versuchsperiode leicht 
verfolgen, bei stark gairenden Saften (Nr. 3 und 4) konnte wegen de! 
explosiven CQO,-Bildung nur der Gesamtverbrauch wahrend der ganzen 
Versuchsperiode nach Abfall der Gargeschwindigkeit gemessen werden. 

Es ergibt sich aus diesen Versuchen, daB die Garung durch Hemmung 
CO, verschwunden 

O, verbraucht 
(letzte Spalte der Tabelle II) zeigt, die Energiebildung bei der Atmung 
um ein Vielfaches zu klein ist, um die Gérung durch Resynthese zum 
Verschwinden zu bringen. Ein kraftiger Sauerstoffverbrauch tritt erst 
nach Zugabe von Glucose + Hexosediphosphorséure (Nr. 1 und 4) auf. 
In gewissen Grenzen besteht Parallelitat zwischen Atmung und Garung, 
indem der Sauerstoffverbrauch mit zunehmender Garung gréBer wird. 
Die Reduktion von O, durch Vermittlung eines Farbstoffs erscheint 


verschwindet, da, wie die GréBe des Quotienten 
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Tabelle Il. 


Gleichzeitige Messung des Sauerstoffverbrauchs, der Garung 
in Sauerstoff und der Garung in Stickstoff in farbstoffhaltigem 
Mazerationssaft. Reversibilitat der Farbstoffhemmung in 
Sauerstoff. 
Der Versuchsansatz ist durchgehend der gleiche: 0,6 cem Mazerationssaft. 
0,4 cem der entsprechenden Farbstofflésung; im Anhang des GefaBes 0,1 eem 
15° ige Glucoselséung mit 1,5°,, hexosephosphorsaurem Na. Im Atmungs- 
versuch befinden sich im Einsatz 0,2 cem 10°, ige Kalilauge. 





. , emm O 
Farbstoff 2 emm emm 


Nr. . : Bemerkungen t COs CO, 
Konzentration e | in Og) in No 


CO, in Oy verschwunden 
O» verbraucht 


Vorperiode 15 Min. 


1. Std.: 
1. 15 Min. 
ie 
3. 30 


Naphthol- 
sulfonat- Garperiode 
Indophenol vom 
6 . 10 3 Kinkippen 


des Substrats 2. Std.: 


” 


Mol pro Liter 
gerechnet 1. 30 Min. 


2. 30 








Summe: 120 Min. 


1. Std.: 


1. 30 Min. 2 116 
2.30 , 298 


Naphthol- Garperiode 


sulfonat- 


2. Std.: 


Indophenol 1. 30 Min. —‘< Bye 470 
4,5.10-8 (| ae 38 386 





Mol pro Liter | Reversion der 3. Std.- 


1. 30 Min. 415 
| 20°. 411 


Hemmung 
durch Ein- 


leiten von No* 





* Gleichzeitig wurden 1 mg Ascorbinsaéure und eine Spur Hexosediphosphorsiure, in 
Ol ecem gelist, eingekippt. 


14* 





F. Lipmann: 


Tabelle Il (Fortsetzung). 





Farbstoff 


s Bemerkungen 
Konzentration 


O» verbraucht 


CO» in Oy verschwunden 


1. Std.: 


1. 15 Min. 174 
Ba is 141 
Naphthol- 3. 15 116 
sulfonat- 4. 15 136 


” 


Indophenol Giarperiode 
3.108 
Mol pro Liter 


2. Std.: 

1. 15 Min. 175 
2 10 329 
8.15 , 139 
4.15 , 111 





Summe: 120 Min. — 172) 1319 


Thionin 
1.10-% 
Mol pro Liter 


| Vorperiode 60, '‘— 11| -—7 


| oe: 459 
Garperiode 2.45... 51 441 
3.60 , 725 | 1160 
Summe: 90 Min. — 246 1702 | 1674 


als eine Nebenreaktion der Gaérung und ist am besten der groBen Reihe 
der von Neuberg und seinen Mitarbeitern beschriebenen phytochemischen 
Reduktionen (15) anzugliedern. Die Farbstoffhemmung der Garung 
ist ebenso wie die der Glykolyse reversibel (Nr. 2). Nach zweistiindiger 
Hemmungsperiode wurde in das SauerstoffgefaB Stickstoff eingeleitet 
und zur Beschleunigung der Reduktion eine dem Farbstoff aquivalente 
Menge Ascorbinséure und eine Spur Hexosediphosphorsaure eingekippt 
Fast momentan steigt nun die Garung auf annahernd den gleichen Wert 
wie im StickstoffgefaB, waihrend die Farbe im Laufe von etwa !/, Stunde 
vollig verschwindet. 
Zusammenfassung. 

1. Die Mazerationssaftgérung ist durch Jod hemmbar. Eine starke 
Hemmung tritt erst auf, wenn die Jodmenge die im Saft vorhandene 
SH-Menge iibertrifft. 
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2. Mazerationssaftgérung, die nicht sauerstoffempfindlich ist, wird 
in Gegenwart positiver Oxydoreduktionssysteme durch Sauerstoff ge- 
hemmt. 

3. In Gegenwart einer geringen Menge Thionin als Sensibilisator 
zeigt garender Mazerationssaft in Luft gegen eine blanke Pt-Elektrode 
ein ziemlich konstantes Potential von 60 mV (bezogen auf Normal- 
H,-Elektrode). Bei Zusatz von Naphtholsulfonat-Indophenol steigt 
das Potential auf 160 mV, zugleich wird die Garung auf einen geringen 
Betrag herabgesetzt. 

4. Das Verschwinden der Garung in Naphtholsulfonat-Indo- 
phenol + O, ist auf eine Hemmung zuriickzufiihren, da die gleichzeitig 
stattfindende Sauerstoffaufnahme um ein Vielfaches zu klein ist, um 
die Garung durch Resynthese zum Verschwinden zu _ bringen. 
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Zur Spezifitit der Dipeptidase und Aminopolypeptidase. 


Von 
W. Grassmann und H. Bayerle. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen 
schaften in Miinchen.) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1935.) 


Das Peptidasesystem der Hefe laBt sich, wie wir! vor mehreren 
Jahren gezeigt haben, in eine dipeptidspaltende und eine polypeptid- 
spaltende Komponente zerlegen. Die Spezifitat der beiden Peptidase. 
komponenten ist damals durch eindeutige Befunde an etwa 20 Dipep- 
tiden, Tripeptiden und einigen héheren Polypeptiden abgegrenzt worden, 
an deren Aufbau vorwiegend einfache aliphatische Monoaminosiuren, 
aber auch beispielsweise Glutaminsiure, Tyrosin, Serin, beteiligt waren. 
Die damals ausgesprochene Vermutung, daB auch im tierischen Erepsin 
,ein Gemisch von zwei Komponenten von der Art der Hefepeptidasen 
enthalten* sei?, hat inzwischen in den Untersuchungen von Waldschmidt- 
Leitz und Mitarbeitern® sowie von A. K. Balls und F.. Kéhler4 Bestatigung 
gefunden. H. Abderhalden, der in seinen umfassenden Untersuchungen 
iiber Peptidasespezifitat eine weit gréBere Zahl von Peptiden in ihrem 
Verhalten gegen ,,Trypsin** und ,,Erepsin’* gepriift hat und dabei ver- 
schiedentlich auf unerwartete und einer einfachen Regel scheinbar 
nicht gehorchende Befunde gestoBen ist®, wendet sich gegen eine all- 
gemeine Unterscheidung von Di- und Polypeptidase mit dem gewi 
nicht unberechtigten Hinweis, daB das von uns und Waldschmidt- Leitz 
untersuchte Peptidmaterial fiir eine allgemeine SchluBfolgerung in seiner 
Zusammensetzung zu einfach gewesen sei®. In der Tat ist ja auch z. B. 


1 W. Grassmann u. W. Haag, Zeitschr. f. phys. Chem. 167, 188, 1927; 
W.Grassmann, ebenda 167, 202, 1927; W.Grassmann u. H. Dyckerhof}. 
ebenda 175, 18, 1928; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 656, 1928. — ? Ber. 
61, 662, 1928. — * EB. Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls u. J. Waldschmidt- 
Graser, Ber. 62, 956, 1929; Waldschmidt-Leitz u. A. K. Balls, ebenda 63. 
1209, 1930. — 4 A. K. Balls u. F. Kohler, Zeitschr. f. phys. Chem. 205, 
157, 1932; 219, 128, 1933. — * DaB in scheinbar dipeptidasefreien Enzym- 
lésungen durch bestimmte Zusatze (Aminosaéuren, Glycerin) eine meBbare 
Dipeptidasewirksamkeit hervorgerufen werden kann (E. Abderhalden u. 
E. v. Ehrenwall, Fermentforsch. 12, 411; 18, 47; 18, 262; 14, 1), kénnen 
wir auch fiir die Aminopolypeptidase aus Hefe bestitigen. Wir beab- 
sichtigen, diesen Befund zuniachst mit hochgereinigten Praparaten de! 
Aminopolypeptidase aus Hefe, iiber deren Darstellung wir demniaichst 
berichten werden, nachzupriifen und méchten unsere Stellungnahme bis 
dahin zuriickstellen. — ® E. Abderhalden u. Schwab, Fermentforsch. 12. 
432. 1931; E. Abderhalden, ebenda 13, 300, 453, 1932. 
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fir die Peptide des Prolins inzwischen eine Sonderstellung in bezug 
auf die enzymatische Angreifbarkeit erwiesen worden!?. 

Erganzend zu unseren friiheren Befunden berichten wir daher im 
folgenden tiber das Verhalten zunachst einiger Peptide des Asparagins 
und der Asparaginséure gegentiber den genannten tierischen und pflanz- 
lichen Peptidasen. Ein Teil der von uns untersuchten Peptide ist 
schon von R. Nakashima? und K. Suzuki, allerdings mit rohen Erepsin- 
losungen, auf seine Spaltbarkeit gepriift worden. Bei der Darstellung 
der Substrate, die (mit Ausnahme des Asparagyl-dialanins) durchweg 
im kristallisierten Zustand zur Priifung gelangt sind, haben wir uns 
zum Teil an die Angaben Suzukis, meist aber an die alteren Vorschriften 
von E. Fischer gehalten. Die schéne neuere Methode der Peptidsynthese 
von Bergmann’ hat hier noch nicht Anwendung gefunden. 

Die gepriiften Dipeptide, in denen die Aminogruppe des Asparagins 
bzw. der Asparaginsiure mit einer anderen natiirlich vorkommenden 
Aminosaure verkniipft ist, werden von Dipeptidase aufgespalten, von 
Aminopolypeptidase aus Hefe oder Darm dagegen nicht angegriffen, 
wenigstens nicht innerhalb mittlerer Versuchszeiten, d-Leucy]-l-asparagin 
ist erwartungsgemaB unspaltbar. Glycyl-glycyl-asparagin andererseits 
wird wohl von Aminopolypeptidase, aber nicht von einheitlicher Di- 
peptidase zerlegt. Aminopolypeptidase aus Darmschleimhaut verhalt 
sich den untersuchten Substraten gegeniiber wie die Polypeptidase der 
Hefe, nach Waldschmidt-Leitz und <A. Schaffner® gewonnenes Darm- 
erepsin wie ein Gemisch aus Di- und Aminopolypeptidase. Die unter- 


Tabelle I. 
Ubersicht iiber die Spaltbarkeit. 


(Zeichen bedeuten: ++ = spaltbar, — = unspaltbar, 0 = nicht gepriift.) 





Aminopoly- Aminopoly- 
(Hefe) peptidase peptidase 
(Hefe) (Darm) 


Darm- 


Dipeptidase 
erepsin 


Substrat 


Glycyl-glycy!-l-asparagin . . . . + 
Glycyl-l-asparagin . . . : 

Glycyl-l-asparaginsaure 

d, 1l-Leucyl-l-asparaginsaure . 

|-Leucyl-l-asparagiu 

d-Leucyl-l-asparagin . 

d, l-Asparagyl-monoglycin 

d, l-Asparagyl-l-dialanin 


1 W.Grassmann, H. Dyckerhoff, O. v. Schénebeck, Ber. 62, 1307, 1929: 
W. Grassmann, O. v. Schénebeck u. G. Auerbach, Zeitschr. f. phys. Chem. 
210, 1, 1932; M. Bergmann, L. Zervas, H. Schleich u. F. Leinert, ebenda 
212, 72, 1932. — ? J. of Biochem. 7, 311, 1927. — * Ebenda 18, 57. 
1931. — 4 M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. 65, 1192, 1932. — ° Zeitsechr. 
i. phys. Chem. 151, 31, 1926. 
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suchten Asparaginsdurepeptide finden wir, in Ubereinstimmung mit 
den Befunden der genannten japanischen Autoren, schwerer spaltbar 
als die entsprechenden Peptide des Asparagins. 

Das Verhalten der besprochenen Peptide, die den Asparagin- bzw 
Asparaginsaurerest am Carboxylende enthalten, ist also iibereinstimmend 
mit dem der friiher untersuchten einfacheren Peptide. Hinweise auf 
eine Sonderstellung der Asparaginsiurepeptide ergeben sich aus 
diesen Versuchen nicht. Was das Verhalten derjenigen Peptide anlangt. 
bei denen der Asparaginsdurerest am Aminoende steht, so sind unsere 
bisherigen, im experimentellen Teil wiedergegebenen Erfahrungen, iiber 
die wir schon kurz berichtet haben!, noch zu wenig zahlreich, um sichere 
allgemeinere SchluBfolgerungen zuzulassen. Doch konnten wir die von 
uns schon friiher mitgeteilte und diskutierte Beobachtung, daB das 
Asparagyl-monoglycin, ebenso wie das Asparagyl-mono-]l-tyrosin von 
Bergmann”, durch Hefedipeptidase nicht gespalten wird, neuerdings 
bestatigen und durch einen entsprechenden Befund mit Darmerepsin 
erganzen®. 

Beschreibung der Versuche. 
Tabelle Ll. 
Spaltbarkeit durch Hefedipeptidase’. 

In 10 cem m/20 Phosphatgemisch, py = 7,8: '/, Millimol Peptid (bei Race- 
maten | Millimol), 10 mg Trockenpraparat mit 1 Dipept.-Einheit.  Titra- 
tionsproben = 2cem; der vollsténdigen Aufspaltung einer Peptidbindung 
entspricht ein Aciditatszuwachs von 2,00cem n/20 KOH (Leerversuch 

abgezogen. ) 





Aciditatszuwachs in cem n/20-K OH (nach Abzug der 
Blindwerte von Substrat und Enzym) nach Stunden: 


Substrat 





1 3 6 24 


Glycyl-glycyl-l-asparagin . . . 0,01 0,01 —aoe 


Glyeyl-l-asparagin. . . . . . . 0,89 1,35 _ 1,62 
Glycyl-l-asparaginsiure .  . 0,21 ~ 0,46 0.66 
d,l-Asparagyl-monoglycin . . . 0,00 0,00 — 0,08 
d,1-Leucyl-l-asparaginsiiure. . . 0,39 1,64 1,64 
l-Leucyl-l-asparagin . . . 0,48 1,40 1,80 
d-Leucyl-l-asparagin . eae 0,00 — 0,08 0,02 


d, l-Leucyl-glycyl-glycin ‘ — 0,07 — 

d,l-Leucyl-glycin ....... 0,94 = 

Enzymleerversuch ohne Substr. . 0,01 0,05 0,05 

d, l-Asparagyl-l-dialanin*. . . . _— - 0,15* 0,16* 
* Mikroansatz, enthaltend 1/29 Millimo) Peptid in 1 ecm. Titrationsprobe 0,1 eem. Zahlen 

bedeuten cem n/100 KOH. 100 °/9 Spaltung = 0,20 cem. 


1 W.Grassmann u. O. Mayr, Zeitschr. f. phys. Chem. 214, 189, 1933 
(Anm.). 2 M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. 65, 1192, 1932. — *® Mit 
rohem Darmerepsin hat Nakashima (l.c.) in mehrtagigen Versuchen eine 
meBbare Spaltung beobachtet. — ‘ Darstellung des Enzympraparates im 
wesentlichen nach W.Grassmann u. L. Klenk, Zeitschr. f. phys. Chem. 
186, 37, 1929. 
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7 
Tabelle III. 
Spaltbarkeit durch Aminopolypeptidase aus Hefel. 


in 10cem des Ansatzes 3,5 mg Enzymtrockenpraparat mit 2 Aminopoly- 
peptidaseeinh. py = 7,0. Alle anderen Bedingungen wie Tabelle ILI. 





Aciditatszuwachs in eem n/20-KOH 
(nach Abzug der Blindwerte von Substrat 
Substrat und Enzym) nach Stunden: 


3 


Glycyl-glycyl-l-asparagin . . . : 0,62 —_ 1,29 
Glycyl-l-asparagin . ....... — 0,01 — 0,03 — 0,03 
Glycyl-l-asparaginsiure . . . . . . 0,00 — 0,02 — 0,02 
d,l-Asparagyl-monoglycin. . . . . — 0,01 0,02 0,02 
d,l-Leucyl-l-asparaginsiure . . . . — 0,01 — 0,04 — 0,04 
|-Leucyl-l-asparagin . . . ae | 0,00 0,01 0,04 
d-Leucyl-l-asparagin . . 2 2... 0,00 0,00 0,00 
d,l-Alanyl-l-dialanin*. . . . , 0,00 * - 0,01 


d,l-Leucyl-glycin. . 2... 1... 0,00 0,00 0,00 
Enzymleerversuch ohne Substrat . . 0,01 0,03 0,05 


* Mikroansatz, enthaltend '/29 Millimol Peptid in leem. Titrationsprobe 0,1 ccm. 
Zahlen bedeuten cem n/100-K OH, 


Tabelle IV. 
Spaltbarkeit durch Aminopolypeptidase aus Schweinedarm?®. 


In 10cem des Ansatzes 2cem der Enzymlésung, sonst alle Bedingungen 
wie in Tabelle LI. 





Aciditatszuwachs in ecm n/20-KOH 
(nach Abzug der Blindwerte von Substrat 
Substrat und Enzym) nach Stunden; 


1 5 | 24 


Glycyl-glyeyl-l-asparagin 2. 2... 0,21 0,69 2,21 
Glycyl-l-asparagin . . . ae 0,00 0,00 0,00 
Glycyl-l-asparaginsaure . aT: 0,00 0,00 0.04 
Asparagyl-monoglycin. . Plyhg 0,00 0,00 0,00 
|-Leucyl-l-asparagin. . 2. 2... 0,01 0,00 0,05 
d-Leucyl-l-asparagin . 2. 2... 0,01 — (),02 — 0,02 


d,l-Leucyl-glycin 2. 2... ; 0,00 0,00 0,02 
d, ]-Leucyl-glycyl-glycin ay 0,82 1,26 


Casein 0,00 0,00 0,00 


1 Darstellung des Enzympriparates im wesentlichen nach W. Grass- 
mann u. H. Dyckerhoff, Zeitschr. f. phys. Chem. 175, 25, 1928. — ? Dar- 
stellung der Enzymlésung nach E. Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls u. 
J. Waldschmidt-Graser, Ber. 62, 956, 1929 und nach A. K. Balls u. F. Kohler, 
Zeitschr. f. phys. Chem. 205, 157, 1932. 








218 W. Grassmann u. H. Bayerle: 


Tabelle V. 
Spaltbarkeit durch Darmerepsin'. 


In 10 cem der Ansaétze leem der Enzymlésung. py = 7,8. Alle anderen 
Bedingungen wie Tabelle LI. 





Acidititszuwachs in eem n/20-KOH 
(nach Abzug der Blindwerte von Substrat 


Substrat und Enzym) nach Stunden: 

1 5 4 
Glycyl-l-asparagin . ....... 1,51 1,79 1,77 
Glycyl-l-asparaginsiure . . . .. . 0,05 0,50 | 0,70 
d,l-Asparagyl-monoglycin. . . . . 0,02 0,01 — 0,04 
d, l-Leucyl-l-asparaginsaure . . . . 0,30 0,40 0,60 
l-Leuecyl-l-asparagin ....... 0,62 1,46 1,70 
d-Leucyl-l-asparagin . ...... 0,00 0,00 — 0,01 
Sempre 6 a 8 ORES 1,66 — — 
Cee eS eas eh _ 0,00 0,08 


Zur Darstellung der Substrate. 


Glycyl-l-asparagin®: Schmelzpunkt 210° (unkorr.). 15,3 mg Substanz 
verbrauchten in alkoholischer Lésung 1,62 cem n/20 KOH, ber. 1,62. 


70 


0,137 g Substanz in 7 °,iger wasseriger Lésung drehten im dm-Rohr — 0,62° 


Daraus [«]j) = — 7,8. Mikro-Kjeldahl: 2.918 mg Substanz verbrauchten 
4,613 cem n/100 Saure. 
C,H, 0,N 3. Ber.: N 22,22%, gef.: N 22.13%. 


Glyc yl-l-asparaginsdure*®: Schmelzpunkt gegen 205° (unkorr.). Substanz 
nach Angaben der Literatur mehrmals umkristallisiert. 14,5 mg Substanz 
verbrauchten in alkoholischer Lésung 3,01 ecem n/20-KOH statt 3,06. 
0.1969 g in 2cem Wasser, Drehung im dm-Rohr + 1,19°. [«]}) + 11,6 
(Fischer + 11,1). Mikro-Kjeldahl: 3.091 mg Substanz verbrauchten 
3,362 com n/100-Saure. 

CgHyN20O;. Ber.: N 14,74, gef.: N 14,89°,. 


Glycyl-glycyl-l-asparagin*: Blattchen, Schmelzpunkt 180° (unkorr.). 
19,4mg Substanz verbrauchten in alkoholischer Lésung 1,46ccem n/20- 
KOH statt berechnet 1,47 ccm. Mikro-Kjeldahl: 2,420 mg Substanz ver- 
brauchten 3,823 cem n/100 Séure. 

C,H,,N,O;. Ber.: N 22.76%, gef.: N 22.21%. 


d, l-Asparagyl-monoglycin?: Schmelzpunkt (wasserfrei) 145° (korr.). 
Mikro-Kjeldahl: 2,735 mg Substanz verbrauchten 2,908 cem n/100-Saure. 


C,HO;sN, + H,O. Ber.: N 13,46°,, gef.: N 13,54%. 


! Darstellung der Enzymlésung nach E. Waldschmidt-Leitz u. A 
Schdfjner, Zeitschr. f. phys. Chem. 151, 52, 1926. — * E. Fischer u. E. Ko: 
niqs, Ber. 87, 4585, 1904. — 3 E. Fischer u. A. Fiedler, Ann. 375, 181, 1910. 

4 K. Suzuki, 1. c. 
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d, l-Leucyl-l-asparaginsdure’: Schmelzpunkt gegen 180° (korr.). Mikro- 
Kjeldahl: 3,186 mg Substanz verbrauchten 2,561 cem n/100-Saure. 


rel CyoH,g0;Ne. Ber.: N 11,37%, gef.: N 11,25%. 

— l-Leucyl-l-asparagin und d-Leucyl-l-asparagin*: Die entsprechenden 
Bromisocapronylkérper wurden nach den Angaben der Literatur durch frak- 

tioniertes Fallen der alkalischen Lésung erhalten. —1-Bromisocapronyl- 


l-asparagin: Schmelzpunkt 178° (korr.). d-Bromisocapronyl-l-asparagin : 
Schmelzpunkt 146° (korr.). 


l-Leucyl-l-asparagin: Schmelzpunkt gegen 228° (unkorr.). 20,2 mg 
verbrauchten in alkoholischer Lésung 1,58 cem n/20-KOH statt ber. 1,65. 
0.0936 g Substanz drehten in wasseriger Lésung (spez. Gew. 1,01) im 
dm-Rohr + 0,61°, daraus [«]}) + 12,91. Mikro-Dumas: 4,027 mg Sub- 
stanz, 0,589 cem N,, 20°, 722 mm. 
Cyo HygO,N;. Ber.: N 17,14°,, gef.: N 16,01 °,. 


In diesem Falle ist die Trennung der Isomeren durch Umfallen nicht 
restlos gelungen, so da der Drehwert nicht mit den Angaben E. Fischers 
iibereinstimmte. Auch sonst enthielt das Praparat offenbar noch Ver- 
unreinigungen, die sich durch Umkristallisieren nicht trennen lieBen. Die 
enzymatische Spaltbarkeit entsprach trotzdem den Erwartungen. 


ANZ d-Leucyl-l-asparagin: Schmelzpunkt gegen 230° (unkorr.). 16,8 mg 
62. Substanz verbrauchten in alkoholischer Lésung 1,35 cem n/20-KOH statt 
32° ber. 1,37cem. 0,1016g Substanz drehten in wiasseriger Lésung (spez. 
ten Gew. 1,01) im dm-Rohr 2,67° nach links, daraus {«]j) = — 52,04°. Mikro- 


Kjeldahl: 2,983 mg Substanz verbrauchten 3,602 cem n/100 Saure. 
Cy HyO,N;. Ber.: N 17,14°%,, gef.: N 16,91°,. 


d,l-Asparagyl-)-dialanin. Vgl. unsere friitheren Angaben *. 


ANZ, 
Anz. 
06. Der Miinchener Universitats-Gesellschaft und der Einhundertjahres- 
1.6 stiftung der Universitat danken wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit. 
ten 


1 E. Fischer u. BE. Koenigs, Ber. 37, 4585, 1904. — * Dieselben, ebenda 
40, 2048, 1907. — % W.Grassmann u. O. Mayr. Zs. physiol. Chem, 214, 
210, 1933. 











Zum Abbau der Aminosiuren in den Bliiten. 


Von 


W. Grassmann und H. Bayerle. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen 
schaften in Miinchen.) 


(Eingegangen am 1. Dezember 1935.) 


Es ist bekannt, daB nicht nur Bakterien', sondern auch die Bliten 
héherer Pflanzen?, und zwar nach (@. Klein und Mitarbeitern? diejenigen 
aus bestimmten Pflanzenfamilien (z.B. Rosaceen, Caprifoliaceen, 
Araceen), nicht unbetrachtliche Mengen von Aminen zu bilden ver- 
mégen, von denen man annehmen darf, daB sie der Zersetzung von 
Aminoséuren entstammen. 

Wir haben daher gepriift, ob eine direkte enzymatische Decarboxy- 
lierung zugesetzter Aminosiuren durch Bliiten oder die daraus ge- 
wonnenen Ausziige nachzuweisen ist. Dabei ergab sich, daB die Bliiten 
bestimmter Pflanzenfamilien, z. B. aller gepriifter Rosaceen, Amino- 
siuren mit beachtenswerter Geschwindigkeit zersetzen, wahrend andere 


vollig unwirksam sind. Der Zersetzung liegt aber keine Decarboxy- 
lierung zugrunde. Sie unterbleibt unter anaeroben Bedingungen voll- 
standig, und das einzige nachgewiesene Reaktionsprodukt ist Ammoniak 
Eine Bildung von primaéren Aminen aus zugesetzten Aminosauren 
konnten wir niemals feststellen. 


Es handelt sich also um eine oxydative Desaminierung von ahn- 
licher Art, wie sie aus Modellversuchen lange bekannt*® und neuerdings 
in schénen Arbeiten von H. A. Krebs* als eine normale Funktion tieri- 
scher Organe und Gewebe, besonders der Niere, nachgewiesen und 
eingehend studiert worden ist. 


1 7. Sasaki, diese Zeitschr. 59, 429, 1914: Amatsu u. Tsudii, Act. 
Schol. Med. Univ. Kioto, zitiert nach Guggenheim, Biogene Amine; M. Arai. 
diese Zeitschr. 122, 251, 1921. —- 2? W. Wicke, Ann. Chem. u. Pharm. 41. 
121, 1854; Wéttstein, Vierteljahrsschr. f. prakt. Chem. 2, 402 (1854); 
E. Schmidt, Ann. 198, 73, 1875; G. Klein u. M. Steiner, Jahrb. f. wissensch 
Bot. 68, 602, 1928; M. Steiner u. H. Léffler, ebenda 71, 463, 1929; M. Steiner. 
Beitr. z. allgem. Bot. 17, 247, 1929. — % O. Warburg u. Negelein, diese 
Zeitschr. 118, 257, 1921; H. Wieland u. F. Bergel, Ann. 439, 196, 1924: 
S. Edibacher u. J. Kraus, Zeitschr. f. phys. Chem. 178, 239, 1928; B. Kise/ 
u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 220 bis 250, 1930 bis 1932; Fermentforschung 
13. 433, 1932; E. Barrenscheen u. W. Danzer, Zeitschr. physiol. Chem. 
220, 57, 1933. — 4 H. A. Krebs, ebenda 217, 191; 218, 157, 1933. 
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Fir die biologische Bildung primarer Amine aus den Aminosiéuren 
bleiben danach zwei Moglichkeiten, zwischen denen experimentell zu 
entscheiden sein wird: Entweder ist die Reaktion (A) an die intakte 
Zee gebunden und daher im Bliitenbrei oder -extrakt nicht nach- 
weisbar oder der Decarboxylierung unterliegt gar nicht die Aminosaure 
selbst, sondern deren Dehydrierurgs- oder Desaminierungsprodukt, die 
Imino- bzw. Ketoséure, und das Reaktionsprodukt wird erst sekundar 
durch Hydrierung (bzw. hydrierende Aminierung) in das Amin ver- 
wandelt (BI und BIT im folgenden Schema). 


H " (A) : - 
R—C—NH, _¢0,> R—CH,—NH, 
COOH A 
(BI) — 2H (BI) +2H 


v 
R—C—NH G) R—C=NH 
COOH Relea. H 
(BIT) —NH, 
y wD (BID) +NH, 
R—C=0 co,” R—C—0 
COOH H 
Die vorlaufig gewonnenen Versuchsergebnisse machen es wahrscheinlich, 
daB stark aminhaltige Bliiten auch kraftig zu desaminieren vermégen, 
wahrend die nicht oder schlecht desaminierenden Bliiten auch keine Amine 
bilden. So sind die Rosaceen- und Caprifoliaceenbliiten als besonders 
aminreich bekannt (Klein und Steiner, |. c.). Unter ihnen zeigen die Ver- 
treter der ersten Familie in unseren Versuchen ausnahmslos ein besonders 
hohes, die der zweiten ein betrachtliches Desaminierungsvermégen. Um- 
gekehrt haben wir an untersuchten Vertretern anderer Familien, z. B. 
der Cruciferen, Scrophulariaceen, Iridaceen und Oleaceen, keine Desami- 
nierung durch Bliitenausziige gefunden; die Bliiten dieser Pflanzen sind 
nach Klein und Steiner auch frei von Aminen. Diese Beobachtungen, die 
an einem systematisch vollstandigerem Material zu erweitern sein werden, 
scheinen darauf hinzudeuten, daB die Aminbildung im Sinne der Reak- 
tionswege BI und BII mit der Desaminierung verkniipft ist. 


DaB die Bildung von Ammoniak bzw. von Amiden in der Pflanze 
an die Anwesenheit von Sauerstoff gebunden ist, ist aus pflanzen- 
physiologischen Untersuchungen! seit langem bekannt. In Anaerobiose 
wird keine Ammoniak- oder Amidbildung beobachtet, auch nicht bei 
Kohlenhydratmangel, also unter Bedingungen, die den EiweiBabbau 
begiinstigen. Dafiir kommt es unter diesen Bedingungen zu einer An- 
haufung von Aminosauren. 


Es ist weiterhin vor allem aus Untersuchungen von EF. Schulze? lange 
bekannt, daB die Menge des bei der Keimung auftretenden Asparagins 


1 W. Palladin, Ber. d. bot. Ges. 6, 296, 1888; J. P. Borodin, Petersb. 
naturf. Ges. 16, 1885; U. Suzuki, Bull. of agr. Univ. Tokyo 2, 409, 1896/97; 
E. Godlewski, Bull. acad. Cracovie 1911, zitiert nach Mothes, |. c.; W. Butke- 
witsch, diese Zeitschr. 16, 411, 1909; 41, 431, 1912; K. Mothes, Planta 1, 472, 
1925; 19, 117, 1933. — * Landw. Jahrb. 17, 683, 1888; 35, 621, 1906. 





W. Grassmann u. H. Bayerle: 


den im PflanzeneiweifB vorgebildeten Betrag erheblich tiberschreitet. U) 

es ist, zuerst wohl von A. Beyer! und dann vor allem von E. Schulze wid 
Prjanischnikow? die Meinung vertreten worden, daB die Bildung vo: 
Asparagin in der Pflanze durch Vereinigung von Ammoniak mit Abbai: 
produkten der Kohlenhydrate zustande kommt. Nachdem durch wichtige 
Untersuchungen von Virtanen*® auch die Vereinigung von Ammoniak un 

Fumarsaure als enzymatischer ProzeB in vitro realisiert wurde (vgl. dazu 
auch Mothes, 1. ec. 1933), kann der Weg des N vom Eiwei8 bis zum 
Asparagin geméif dem Schema: 

Bernsteinsaure 
02 vA 
Eiweil} —» Aminosauren —> NH, Fumarsaure 


"Vy 


Asparaginsaure Apfelsaure 





Asparagin 
in allen Stadien enzymatisch verfolgt werden. 

An der Desaminierungswirkung des Bliitenbreis und der Bliiten- 
ausziige, die gréBenordnungsmaéBig wohl mindestens um eine Zehner. 
potenz geringer ist als diejenige entsprechender Mengen von Nier 
oder Nierenextrakten (Krebs, |. c.), sind auBer dem desaminierenden 
Enzym thermostabile Katalysatoren* beteiligt. Man findet namlich, 
daB die Aktivitét der Bliitenextrakte — bei px = 7,4, also unter den 
fiir die Desaminase der Niere optimalen Bedingungen und mit Glykokol! 
1 


als Substrat gepriift — nach ganz kurzem Erhitzen auf etwa '/, bis 
des urspriinglichen Wertes absinkt, um dann auch bei langem Erhitzen 
ziemlich konstant zu bleiben. Die bei starker alkalischer Reaktion 
beobachtete Desaminierung scheint sogar vorwiegend durch thermo. 


stabile Katalysatoren bedingt zu sein. 

Die Bliitenextrakte zeigen — im Gegensatz zu Nierenauszugen 
nur eine geringe Peptidasewirkung. Dieser Umstand hat es uns ermég- 
licht, die schon von M. Bergmann und Mitarbeitern® sowie von 
H. A. Krebs (l.c.) beriihrte Frage einer direkten biologischen Des. 
aminierung von Peptiden an unserem Material experimentell zu prifen 
Es ergab sich eindeutig, daB eine direkte Desaminierung von Peptiden 
ohne vorausgehende hydrolytische Spaltung durch Bliitenausziige be- 
wirkt wird. Alle gepriiften Peptide wurden naimlich mit erheblicher 
Geschwindigkeit desaminiert; Glycyl-alanin, Glycyl-leucin, Glycyl- 
asparagin und Glycyl-glycyl-asparagin sogar zwei- bis dreimal rasche1 
als entsprechend konzentrierte Mischungen der bei der Hydrolyse zu 


1 4. Beyer, Arch. d. Pharm. 201, 1867. — ? D. Prjanischnikow, Bei 
d. bot. Ges. 22, 38, 1904; 28, 258, 1910; 40, 248, 1922. — 3 A. Virtanen 
u. J. Tarnanen, diese Zeitschr. 250, 193, 1932. — 4 Vgl. FuBnote 3 aut 
S. 220. — 5 M. Bergmann, V. Schmitt u. A. Miekeley, Zeitschr. f. phys. 
Chem. 187, 264, 1930; M. Bergmann u. Grafe, ebenda 187, 187, 1930: 
M. Bergmann u. H. Schleich, ebenda 205, 65, 1932. 
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erwartenden Aminosduren. Dies entspricht vollkommen den von 
B. Kisch' bei Modellversuchen gewonnenen Erfahrungen. Ob dabei 
die Dehydropeptide Bergmanns (|. c.) als Zwischenprodukte auftreten 
oder ob — was wir zunachst fiir wahrscheinlicher halten méchten 
die Dehydrierung an der freién Aminogruppe einsetzt, vermégen wir 
zunachst nicht zu entscheiden. 

Die Versuche sollen in der nachsten Vegetationsperiode fortgesetzt 
werden. 

Experimentelles. 


Zu den ersten Versuchen diente das in der Reibschale mit Quarzpulver 
griindlich zerriebene Material. Da sich ergeben hat, daB die Wirkung 
ziemlich vollstandig in wasserige und Glycerinextrakte iibergeht, haben 
wir in der Folge zumeist mit 40°, Glycerin enthaltenden Ausziigen, die 
haltbarer sind als die rein wasserigen Lésungen, gearbeitet. Die Extrakte 
werden wie folgt gewonnen: 

Das frisch geerntete Pflanzenmaterial, meist Bliiten, aber auch Bliiten- 
stiele, Stengel, Blatter. wurde mit der doppelten Menge des Frischgewichtes 
40°, igen Glycerinwassers zerrieben und dann zentrifugiert. Der so ge- 
wonnene Extrakt war noch schwach getriibt. Durch langandauerndes 
Zentrifugieren der rohen Ausziige, mehrmaliges Filtrieren tiber gehartetem 
Papier, gewinnt man vollig klare, gefairbte Lésungen, deren Wirksamkeit 
aber merklich geringer ist, als die der rohen Ausziige. Beim langeren 
Stehen bei Zimmertemperatur, z.B. nach 5 bis 12 Tagen, verlieren die 
Ausziige den gr6Bten Teil ihrer Wirksamkeit. 

Wahrend der Dauer der Versuche wurde leicht geschiittelt oder ein 
langsamer Sauerstoffstrom durch die VersuchsgefiBe geleitet. In diesem 
Falle wurden Vorlagen mit gemessener Saéure vorgeschaltet, um Verluste 
von Ammoniak durch Verfliichtigung zu kontrollieren. Nach Schlu8 des 
Versuchs wurde der GefaBinhalt in eine Apparatur mit Glasschliffen oder 
eine Mikro-Ajeldahl-Apparatur iibergefiihrt. mit einem Gemisch von 
NaCl—Na,C'O, (Klein und Steiner, 1. ¢.) alkalisiert, einer Wasserdampt- 
destillation unterworfen, das gebildete Ammoniak in n/100 Saure auf- 
gefangen und mit Methylrot als Indikator gegen n/100 Lauge zuriick- 
titriert. 1 cem Saure = 0,17mg Ammoniak. Geringe, im Laufe des Versuchs 
aus dem Enzymmaterial selbst gebildete Ammoniakmengen wurden im 
Kontrollversuch ermittelt und abgezogen; Bildung von Ammoniak aus den 
Aminosaéuren allein, ohne Enzymzusatz, war unter unseren Versuchs- 
bedingungen nicht zu beobachten. 


Die Werte der Tabelle 1 sind, was die Spaltungsgeschwindigkeit 
von Glykokoll und Leucin anlangt, nicht unmittelbar miteinander 
vergleichbar, weil die entsprechenden Angaben sich teilweise auf Bliiten- 
ausziige verschiedener Herkunft beziehen. In Tabelle II vergleichen 
wir die Desaminierungsgeschwindigkeit verschiedener Aminosauren 
unter tibereinstimmenden Bedingungen. Glykokoll wird von allen ge- 
priften Aminoséuren am raschesten zerlegt. Zwischen den optischen 


! Diese Zeitschr. 242, 1, 1931; 250, 135, 1932; 252, 380, 1932. 








224 


W. Grassmann u. H. Bayerle: 


Tabelle I. 


Desaminierung durch Extrakte verschiedener Bliiten. 


Versuchsansatze enthalten: 
m/10 Phosphatgemisch, pq = 7,4. 


Toluolzusatz. Temperatur 40°. 


1 Millimol Substrat im Volumen von 10 cem, 


Versuchszeit 48 Stunden. Sauerstoff. 





Pflanzenfamilie 


Rosaceae 





Cucurbitaceae 
Campanulaceae 


| 


Caprifoliaceae 


Cruciferae 
Scrophulariaceae 
lridaceae 
Oleaceae 
Saxifragaceae 
Umbelliferae 


*” 
‘=, 


Phallaceae 


#4 Unterschiede. 


(Tab. IT). 


Auszug aus Bliiten von 


Pirus communis. 
Malus domestica 
Crataegus crus galli . 


» submollis 
e monogyna . 
” ” 
e pratensis 
coccinoides 
7 oxyacantha 
Physocarpus intermedus 
‘. ramaleyi . 


Spiraea pumila . 

x japonica 

" foxii 

» superba . 
Cucurbita pepo . 
Campanula patula . 
Viburnum opulus . 
Sambucus nigra . 


” ” sd 
Raphanus sativa 
Antirrhinum mayus . 
Gladiolus . ‘ 
Ligustrum vulgare 
Philadelphus coronarius 
Heracleum sphondylium 


Phallus impudicus, Stiel und Hut 


Auszug 


ecm 


CLOT Oo 0 GO OO OF OF Or Go Go GO OF OFF OO OT Or Or Ot Co Co Go OL OTOoror 


or 


Verbrauchte ccm 
n/100 Saure 





= 9/9-Spaltung 
Glykokoll-  Leucin- 
versuch versuch 
12,4 
11,0 
8,5 9,5 
9,4 
6,0 
23 7,0 
12,6 
9,0 
7,9 11,7 
7,8 
5,7 
11,29 7,7 
3,6 
3,6 
4,29 
5,5 
7,8 
0,54 
0,8 
1,3 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 0,0 
0,0 
0,0 
0,0 


Prozentual vie! 


Antipoden des Alanins und Leucins finden wir keine charakteristischen 
Bei Sauerstoffabwesenheit wird nur aus Asparagin 
Ammoniak gebildet (Asparaginasewirkung). 

Ein deutlicher Einflu8 des Bliitenalters ist aus den bisher durch- 
gefiihrten Versuchen nicht zu erkennen. 
bei Spiraeen) vorlaufig kein Anhaltspunkt fiir eine Lokalisierung des 
desaminierenden Enzyms in bestimmten Bliiten- oder Stengelteilen 


Auch ergibt sich (wenigstens 


Bei langen Versuchszeiten kommt die Reaktion zum Stehen, lange 
bevor die gesamte Aminosiuremenge umgesetzt ist. 
weitergehende Umsetzungen, schon bei mittlerer Versuchszeit, kénnen 
bei Anwendung gréBerer Enzym- und kleinerer Substratmengen er- 
reicht werden (Tabelle IV und Y). 
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Tabelle II. 
Desaminierung verschiedener Aminosauren bei Anwesenheit 
und AusschluB von Sauerstoff. 
Ansatze enthalten: 3ccm Extrakt aus Spiraea pumila. Bedingungen wie 
Tabelle I. O, bzw. N, durchgeleitet. Die Aminosiuren der natiirlichen Reihe 
sind immer als 1-Verbindung bezeichnet. Die Versuche | bis 3, 4 bis &, 
9 bis 11 sind jeweils mit-demselben Bliitenauszug durchgefiihrt. 





Verbrauchte cem n100 Saure 


Versuch Substrat = 9/9-Spaltung 
Nr. aerob anaerob 
1 Glykokoll . hg Rn rere 7 14,50 0,00 
2 l-Leucin . . toa , 7,70 0,00 
3 d-Leucin . Ret ees ; 5,65 - 
4 l-Alanin . a es ; 3,64 0,00 
5 I ae ok ca hae 4.80 0,00 
6 l-Glutaminsaure . . : 3,75 
rs l-Lysin. . . . Pecans cats 3,60 — 
8 PAsperegia 5 ea 5,80 2,66 
] Glykokoll . ; rae 9,45 ~ 
10 Greve... 6 es or 4,25 - 
11 l-Leucin . . . ee 4,80 


Tabelle IIL. 
Desaminierende Wirkung der Ausziige aus verschiedenen 
Pflanzenteilen. 
Bedingungen wie Tabelle I; 3cem Auszug; O, durchgeleitet. 








y A Spaltung Spaltung 
Auszug aus Crataegus von Glykokoll _ Auszug aus von Glykokoll 
coecinoides py Spiraea pumila ai 
Knospen . ge 8.7 a, He 7,5 
Entwickelte Bliiten . 7,9 Blitenstiele. . . . 8,0 
Alte Bliiten 1,5 pmter. . 3 ks 5,8 
Kronblatter 4.6 Stengel. ee 13,1 
Tabelle IV. 
Reaktionsverlautf. 

Ansatz enthalt: 27 ccm Extrakt aus Spiraeenbliiten — 27 cem einer Gly- 


kokollésung, enthaltend 9 Millimol, in m 5 Phosphatgemisch, py = 7.4. 

Sauerstoff durchgeleitet, Temperatur 40°. Nach den angegebenen Zeiten 

Ammoniak in je 5cem des Ansatzes bestimmt. lLeem n/100 Saéure 
0.17 mg NH. 





< Verbrauchte . aS Verbrauchte . 
Zeit n/100 Saure Spaltung Zeit n/100 Sture Spaltung 
Std. eem O/y Std. cem 
0 0.00 0,00 72 7.39 8.80 
2 0,70 0,84 96 11,29 13,59 
4 1,55 1,88 7 mal 24 12,60 15,10 
S 2.40 2.88 8 , & 12,60 15,10 
24 4.75 5,70 





Biochemische Zeitschrift Band 268. 15 
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Tabelle V. 
Versuche mit variierter Extrakt- und Substratmenge. 


Ansatze enthalten: Extrakte aus Bliiten von Crataegus coccinoides. 
Bedingungen wie in Tabelle I. 





Verbrauchte 


Angewandter = = 
Glykokoll n/100 Saure Spaltung 


Blutenextrakt 
ecm mg 


100 
11,28 16,95 
11,00 16,55 
6,28 9,50 
7,48 20,40 
3,30 31,20 


O,-Verbrauch und N H,- Bildung. 


Der folgende Versuch, dem wegen der hohen Eigenatmung 
der Extrakte keine sehr groBe Genauigkeit zukommt, zeigt, da 
auf 1 Mol gebildetes Ammoniak ungefahr '/, Mol Sauerstoff ver- 
braucht wird. Dies ist bei oxydativem Abbau zur Imino- und 
Ketoséure zu erwarten. 

Zur Messung wurden GefaiBe nach Warburg benutzt. Die Einsatze 
enthalten 0,2cem n-NaOH. Der Hauptversuch enthalt 3ccm Extrakt 
+ 3eem m/5 Phosphatgemisch + 1 Millimol Glykokoll, py = 7,4; der 
Leerversuch: 3 cem Extrakt + 3 cem Phosphatgemisch, pq = 7.4. Versuchs- 
zeit 3!/, Stunden. Temperatur = 40°. 





Verbrauchter O» 
cem 


Versuch 


Glykokoll. . ¥ 2,31 
Leerversuch ....... 1,97 
Ditferens — 0,34 


Im Inhalt der Kélbchen wurde das gebildete Ammoniak durch Wasser- 


dampfdestillation bestimmt. Es fanden sich als Differenz zwischen Gly- 


kokoll- und Leerversuch 0,47mg N H,. 


0,47mg NH; soilten 0,31 cem O, entsprechen. Gefunden wurden 0,34ccem., 


Priifung auf Aminbildung. 


Obwohl die vorausgehenden Versuche ziemlich eindeutig eine 
Aminbildung durch direkte Decarboxylierung ausschlieBen, haben wir 
dennoch die Destillate auf etwa gebildetes primares Amin gepriift. 
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Dies erschien schon deswegen notwendig, weil die Destillate (sowohl 
Kontroll- wie auch Hauptversuch) beim Alkalisieren einen starken 
Amingeruch zeigten (Trimethylamin ¢). 

Eine gr6Bere Anzahl von Destillaten aus Glykokoll- und den da- 
zugehoérigen Leerversuchen wurde getrennt zur Trockne eingeengt, in 
Wasser aufgenommen und wieder eingeengt; bei alkalischer Reaktion 
die Basen nochmals abdestilliert, um alle stérenden Beimengungen ab- 
zutrennen. 

Die Jsonitrilreaktion, mit einer ausreichenden Menge des einge- 
engten Destillats angestellt, war negativ. Primaéres Amin war also 
nicht vorhanden. 

Mit anderen Proben wurde versucht, die charakteristischen Salze des 
Methylamins mit Pikrolonsaure, Pikrinséure, Dinitro-«-naphthol (vgl. Klein 
und Steiner, 1. c.) zu bekommen. Das mikroskopische Bild zeigte aber nur 
den groBen Uberschu8 von Ammonsalzen der genannten Substanzen im 
Hauptversuch gegeniiber dem Leerversuch, dagegen kein Methylamin- 
dinitro-x-naphtholat, -pikrat oder -pikrolonat. 

SchlieBlich wurde eine Trennung von Ammoniak und Amin nach der 
von Francois angegebenen! und von Klein und Steiner (1. c.) modifizierten 
Methode versucht. In den Aminfraktionen aus Haupt- und Leerversuchen 
wurde kein Methylamin gefunden. Die Ammoniakfraktionen gaben mit 
Nesslers Reagens betrachtliche Niederschlage, der Hauptversuch natiirlich 
vielmals mehr als der Leerversuch. 


Desaminierung von Peptiden. 

In Tabelle VI vergleichen wir eine Anzahl von Di- und Tripeptiden 
mit entsprechenden Mengen der bei ihrer Hydrolyse zu erwartenden 
Aminosiuren in bezug auf die Geschwindigkeit der Desaminierung. 
Die Peptide Glycyl-alanin, Glycvl-leucin, Glycyl-asparagin und Glycyl- 
glycyl-asparagin werden erheblich schneller desaminiert als die Pro- 
dukte ihrer Hydrolyse; erheblich geringer ist die Desaminierungs- 
geschwindigkeit bei Alanyl-glycin, Leucyl-glycin, Leucyl-glyeyl-glycin, 
etwas geringer bei Glycyl-glycyl-glycin. Es fallt auf, daB diejenigen 
Peptide, deren freie NH,-Gruppe einem Glycinrest angehdért, leicht 
desaminiert werden®. Da unter unseren Versuchsbedingungen auch 
das Glykokoll selbst erheblich schneller angegriffen wird als die anderen 
Aminosauren, kann vermutet werden, daB die Dehydrierung der Peptide 
an der endstandigen freien Aminogruppe erfolgt ist. 


Die im Kontrollversuch anaerob ermittelte Aufspaltung der Peptide 
durch die Peptidasen der Extrakte entspricht einer Hydrolyse von 5 bis 
8% (fiir Leucyvlglycin und Leucyl-glycyl-glycin). 


1C.r. 144, 567, 1907. —- ? Vgl. dazu die entsprechenden Befunde 
bei der Desaminierung einiger Peptide im Modellversuch bei Edlbacher u. 
Kraus, |. c., sowie bei B. Kisch, |. ce. 
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Tabelle VI. 
Desaminierung von Peptiden. 
Ansatze enthalten: 3cem Extrakt aus Spiraea pumila + | Millimol Pepti 
in 6cem m/5-Phosphatgemisch, py = 7,4. Sauerstoff durchgeleitet 
Versuchszeit 48 Stunden. Kontroll6sungen enthalten soviel Aminoséure 
als bei vollstandiger Hydrolyse zu erwarten wire. 





Versuch et n/100 Saure 

a Substrat pao 
em 

yee SS Geieas. SES ost ral, 10,67 

1 { Leucyl-glycin .... . ve ae , 4,57 

| Leucyl-glyeyl-glycin . ce yb hatte A 6,27 

Glyeyl-leucin . . . . Paar ; 16,39 

| Glykokoll . . . pel ie ae wi ahs eluate oat tle 6,77 

2 Alanyl-glycin tee 4,50 

| Glycyl-alanin. . . eis : 30,77 

Glykokoll . . . coe Pie a teeth 4,25 

3 Glycyl-alanin Peeecinet 12,10 

; | Alanyl-glycin . oe, 2.44 

Kontrollésung (Glykoko 1 rv Alan.) dN es otiag 4.25 

Glyeyl-leucin. . cae ice ee 15,30 

4 | Kontrollésung (Gly kokoll se Leucin) cet ae 6,33 

| Glyeyl-alanin . . 17,00 

Kontrollésung (Glykokoll + Alanin) tie aA 5,70 

| Glykokoll (7/, Millimol) . . , mae 5,59 

5 Glyeyl-asparagin (1/, Millimol). . . . 13,20 

| Kontrollésung (Glykokoll + Asparagin).. . 5,42 

6 Glycyl-glycyl-asparagin (*/, Millimol). . . 12,75 

Kontrollésung (Glykokoll + Asparagin). . . . . 5,90 

| Glykokoll (1 Millimol) .......... 13,46 

7 Glycyl-glyeyl-glycin. . : 17,30 

| Kontrollosung (3 Millimol Glykokoll) smaat aes 21,05 


Der Miinchener Universitatsgesellschaft und der Einhundertjahre- 
stiftung der Universitat Miinchen danken wir ftir die Unterstiitzung unsere: 
Arbeit. Desgleichen sind wir der Verwaltung des Botanischen Garten- 
Miinchen fiir die Uberlassung von Versuchsmaterial zu groBem Dank 
verptlichtet. 
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Eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
kleiner Mengen von Brom in Kérperfliissigkeiten und Organen. 
Von 
A. Stoll und B. Brenken. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Chemischen Fabrik vorm. 
Sandoz, Basel.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


A. Grundziige der Methode. 


In der neueren medizinischen Literatur sind Nachweis und Be- 
deutung des Broms im tierischen Organismus zu wiederholten Malen 
Gegenstand eingehender Untersuchungen gewesen. Wenn dieses Ele- 
ment, wie gezeigt wurde, normalerweise in Kérperfliissigkeiten und 
Organen mit Ausnahme der Schilddriise in relativ gréBeren Mengen 
vorkommt als Jod, so tritt Brom gegeniiber Chlor so stark zuriick, daB 
zum Nachweis und zur Abtrennung des Broms von den anderen Ha- 
logenen besondere Methoden ausgearbeitet werden muBten und zwar 
neuerdings solche mikroanalytischer Art. 


Wir méchten an dieser Stelle auf die ausgedehnte Literatur, die tiber 
Nachweis und quantitative Bestimmung kleiner Mengen von Brom bereits 
existiert, nicht naher eingehen, sondern vor allem aut die ausfiihrliche 
Zusammenstellung in der Arbeit von Bernhardt und Ucko! hinweisen, 
welche die hier einschlagige Literatur bis zum Jahre 1925 referiert. Diese 
beiden Autoren haben unter Anlehnung an das Verfahren von Guareschi, 
das noch 0,008 mg Br durch Bildung von violettem Brom-Fuchsin nachweist, 
eine Methode ausgearbeitet, mit der es ihnen gelang, ein recht zuverlassiges 
Bild tiber den physiologischen Br-Gehalt des Blutes zu geben. In einer 
weiteren Mitteilung? haben die Autoren ihre Methode zur Bestimmung des 
Bromgehaltes zahlreicher Organe mit Erfolg angewandt. J. L. Kriwsky® 
hat nach der Methode von Bernhardt und Ucko gearbeitet und anscheinend 
ebenfalls befriedigende Resultate damit gewonnen. Sie weist indessen 
einige Nachteile auf, und ihr Schwellenwert liegt nach den eigenen Angaben 
der Autoren bei etwa 50 7 Br. AuBerdem ist die Methode von Bernhardt 
und Ucko schwierig durchzufiihren, weil sie eine sehr vollstandige Ver- 
aschung von Blut und Organen bis zur Farblosigkeit und bei der Feinheit 
der Reaktion genaues Einhalten der Konzentration von schwefliger Saure 
und Chlor verlangt. Irgendwelche unerwiinschte Farbungen der Lésungen 
stéren den kolorimetrischen Vergleich des Brom-Fuchsins auSerordentlich. 
So hat man denn in letzter Zeit titrimetrische Methoden der Brom- 
bestimmung zu mikroanalytischen Zwecken ausgebaut. L. Pincussen 
und Roman‘ haben das Brom durch Oxydation mit Salpetersiure und 


1 Diese Zeitschr. 155, 174, 1925. — *? Ebenda 170, 459, 1926. — 
3 Ebenda 249, 288, 1932. — 4 Ebenda 207, 416, 1929. 
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H,O, in Freiheit gesetzt und mit Chloroform aufgenommen. Das Bror 
wird alsdann bestimmt, indem man das Jod, das jenes aus Kaliumjodid 
in Freiheit setzt, mit Thiosulfat titriert. Die Methode von Pincussen uni 
Roman wurde in der Folgezeit von verschiedenen Seiten einer eingehende) 
Kritik unterworfen. Es scheint, da die Methode noch Fehlerquellen 
enthalt, die geeignet sind, bei den Autoren, die sie nachpriifen, wide: 
sprechende Resultate zu geben. Auf wesentliche Fehlerquellen haben 
besonders H. Fleischhacker und G. Scheiderer!, sowie F.L. Hahn? aut 
merksam gemacht. Wir selbst haben mit der Methode von Pincussen und 
Roman keine brauchbaren Resultate erzielen kénnen. 

Da von klinischer Seite bei der Priifung eines neuen Brom- 
praparates, des Calcibronat Sandoz (Calciumbromidlactobionat-Doppel- 
salz), der Wunsch nach einer einfachen und zuverlassigen Mikro- 
bestimmung von Brom in Korperfliissigkeiten (Blut, Urin) und Or- 
ganen geiuBert wurde, so haben wir es unternommen, wie im folgenden 
gezeigt wird, eine Methode auszuarbeiten, die den Anforderungen in 
bezug auf leichte Durchfiihrbarkeit und Zuverlassigkeit unseres Er- 
achtens entspricht. Es erscheint nun verhaltnismaBig leicht, sowoh! 
den normalen Bromgehalt, wie die Verteilung von kiinstlich verabreichtem 
Brom im Organismus zu ermitteln und die Bromausscheidung analytisch 
zu verfolgen. 

Wir lehnen uns im Prinzip an die alte Methode von Berglund® 
an, der das Brom aus Alkalibromid durch Oxydation mit Kalium- 
bisulfat und Kaliumpermanganat frei machte, verwendeten indessen 
an Stelle des Bisulfats Schwefelséure bestimmter Konzentration, dic 
unter den Versuchsbedingungen Chloride noch nicht angreift und 
schiittelten das frei gemachte Brom mit Tetrachlorkohlenstoff aus, 
wahrend Berglund das Halogen als Gas in eine Jodkalivorlage tibertrieb. 
In neuester Zeit wurde die Methode von Berglund in etwas modifi- 
zierter Form von M. A. B. Toxopéus* und von K.O. Moller® fiir die 
Bestimmung von Brom im Organismus bzw. Blut und Harn ausgearbeitet. 
doch kénnen beide Arbeitsweisen nicht zu mikroanalytischen Zwecken 
dienen. Die Zusammenfassung in der Arbeit von K. O. Meller, daB seine 
Methode ,,mit groBer Genauigkeit die Bestimmung der Bromidkonzen- 
tration in 1 cem Serum oder Totalblut oder in 1 ccm Harn gestatte”, 
hat nur Geltung, wenn diese Fliissigkeiten mindestens 0,2 mg = 200 y Br 
im Kubikzentimeter enthalten; ihr normaler Br-Gehalt betragt aber 
weniger als 20 y Brom/Kubikzentimeter. 


1 Klin. Wochenschr. 11, 1550, 1932; Monatsschr. f. Psychiatr. Neurol. 
84, 348, 1932. — #2 Klin. Wochenschr. 12, 390, 1933; siehe auch A. Bier 
u. W. Roman, ebenda 12, 391, 1933; H. Fleischhacker u. G. Scheiderer, 
ebenda 12, 392, 1933; ferner F. Holtz u. Chr. Roggenbau, ebenda 12, 1410, 
1933; H. Zondek, ebenda 12, 1411, 1933; L. Pincussen, ebenda 12, 1412. 
1933; u.a.m. — * Zeitschr. f. analyt. Chem. 24, 184, 1885. — * Arch. | 
exp. Pharm. Path. 149, 263, 1930. — ° Diese Zeitschr. 245, 282, 1932. 
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Auch F. Hartner! hat die alte Methode von Berglund (I. c.) weiter 
ausgebaut und verfeinert und macht auf die Bedeutung des Einhaltens 
einer gewissen Siiurekonzentration bei der Oxydation des Bromids auf- 
merksam, da sonst entweder noch Chlor frei gemacht werden kénnte 
oder bei zu geringer Séurekonzentration das Bromid nur unvollstandig 
oxydiert wiirde. Die Methode von Hartner ist an Aschen noch nicht 
geprift, sie scheint mit reinen Chloridbromidlésungen bis auf 5 bis 10 y 
herunter richtige Werte zu geben, ist aber ziemlich umstandlich. 

In Analogie mit dem Aufnehmen des frei gemachten Jods durch 
Chloroform nach v. Fellenberg? und anderen haben Pincussen und 
Roman (1. ¢.) das frei gemachte Brom mit Chloroform aufgenommen und 
die Chloroformlésung zur Entfernung anderer oxydierender Substanzen 
mit unterkiihlter Kochsalzlésung gewaschen. UH. Fleischhacker und 
(1. Scheiderer (1. c.) sowohl wie F. L. Hahn (1.c.) haben gezeigt, daB dabei 
mit starken Bromverlusten zu rechnen ist. Wir ersetzten daher das Chloro- 
form durch Tetrachlorkohlenstoff, der sich zur ersch6pfenden Extrak- 
tion des Broms aus wasseriger Lésung als besonders geeignet erwies. 
Im Gegensatz zu Chloroform ist Tetrachlorkohlenstoff alkoholfrei und 
nimmt keine wasserige Fliissigkeit und unter unseren Bedingungen 
neben Brom keine stérenden Substanzen auf. Das verlustreiche und 
komplizierte Nachwaschen mit gekihlter Salzlésung, wie Pincussen 
und Roman es vorschreiben, fallt dahin. Das mit KMnQ, und H,SO, 
frei gemachte Brom kann durch wiederholtes Ausschiitteln mit CCl, 
aus der wasserigen Phase leicht erschépfend aufgenommen werden. 

Da bei der Halogenbestimmung von K6rperfliissigkeiten und 
Organen mit der Anwesenheit geringer Mengen von Jod stets zu rechnen 
ist, so fiihren wir in allen Zweifelsfallen eine Abtrennung des Jods in 
Form des Kaliumjodids nach v. Fellenberg (|. c.) aus durch erschépfende 
Extraktion der alkalischen Asche mit absolutem Alkohol und wieder- 
holen diese Operation noch dreimal, immer wieder an dem Eindampf- 
rickstand mit einer ganz kleinen Menge Alkohol. Die mit Alkohol 
extrahierten Riicksténde werden der Chloridbromidhauptfraktion zu- 
gespult. Der auf ein sehr kleines Volumen beschrankte alkoholische 
Auszug von Alkalijodid kann zur quantitativen Jodbestimmung nach 
v. Fellenberg (1. c.) verwendet werden. 

Bei feststehender Abwesenheit von Jod kann natiirlich die Be- 
handlung der Asche mit absolutem Alkohol unterbleiben. Andererseits 
kann man durch eine Gesamthalogenbestimmung des Chloridbromid- 
rickstandes unter Abzug des bestimmten Broms den Chlorgehalt fest- 
stellen. So laBt sich der im folgenden fiir die Bestimmung kleiner Mengen 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 179, 1933. — * Diese Zeitschr. 139, 
372, 1923. 
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von Brom gegebene Analysengang leicht fiir die Bestimmung von Chl, 
Brom und Jod nebeneinander ausbauen, wobei man im Hinblick auf 
den geringen Jodgehalt in manchen Korperfliissigkeiten und Organen 
von entsprechend gréBeren Materialmengen ausgehen miiBte. 


Das von G. Lockemann und Th. Kunzmann soeben ver6ffentlichte 
,. Verfahren zur Bestimmung kleiner Mengen Jod und Brom neben Chlor, 
besonders in Mineralwissern‘*! wiirde sich unseren Zwecken nur schwer 
anpassen lassen. Es ist, wie schon der Titel sagt, auch zu anderen Zwecken 
ausgearbeitet worden; auBerdem ist es ziemlich umsténdlich, und die untere 
Nachweisgrenze fiir Brom wird nicht angegeben. 


B. Priifung einzelner Analysenabschnitte. 


a) Die Veraschung. Bei der Veraschung von Ko6rperfliissigkeiten und 
Organen, die unter Zusatz von halogenfreier Pottasche oder von Atzkali 
durehgefiihrt wird, ist besondere Vorsicht geboten, da8 die Masse nie zum 
Glithen kommt. da sonst Halogenverluste unvermeidlich sind. Wir achten 
auch darauf, daB Destillate (Phenole und dgl.) an der Tiegelwand vollstandig 
weggebrannt werden. Phenole z. B. wiirden beim Herausspiilen der Asche 
in Lésung gehen und spaéter in Freiheit gesetztes Halogen teilweise ver- 
brauchen (Halogensubstitution). Wir haben in einem Beispiel eine Mischung 
von 2 g halogenfreiem Harnstoff und 0,5 g halogenfreier Glucose mit 800 » 
Brom in Form von Kaliumbromid (1190 y) und 2,5 cem 90° iger halogen- 
freier Kaliumcarbonatlésung gemischt und im Nickeltiegel vorsichtig 
verascht. Die hellgefarbte Asche wurde in ein 50-cem-MeBk6élbchen gespiilt, 
mit 3n H,SOy, neutralisiert und wieder auf die Marke aufgefiillt. Wir 
fiihrten nun mit einzelnen Proben dieser Lésung, von der 1 cem theoretisch 
16» Br entspricht, die Brombestimmung, wie sie im dritten Abschnitt 
beschrieben wird, durch und erhielten folgende Resultate: 


1. leem der Lésung verbrauchte 0,232 cem n/1000 

ELEN 5 ee le e's le ee 6 Oy Br 
2.1 = ., der Lésung verbrauchte 0,224 cem n/1000 

TRIO S88 2555 Se al Kile Sate ves SS AY Be 
3. 5 ,, der Lésung verbrauchten 0,970 cem n/1000 

MU PRUSEERM geo! esp ia, U8 iat ask ik hye SE 


Die weitgehende Ubereinstimmung der gefundenen Bromwerte mit 
der Theorie zeigt, daB bei dieser Veraschung kein Brom verloren gegangen ist. 

Nach unseren Beobachtungen muB man jedoch gelegentlich damit 
rechnen, daB bei der Veraschung mit Pottasche oder mit Kaliumhydroxyvd 
iiber der Flamme mit kleinen Bromverlusten zu rechnen ist, so daB die an 
sich schon sehr niedrigen Bromwerte, wie sie z. B. fiir normales menschliches 
Blut bestehen, etwas zu tief gefunden werden. Wir werden diesen Teil der 
Analyse noch weiter bearbeiten, um sie noch sicherer zu gestalten. 

b) Konzentration der Schwefelsdure. Wir ermittelten die Schwefel- 
siurekonzentration, die bei Gegenwart von Permanganat ausreicht, um 
die ganze Menge des Broms aus Alkalibromid in Freiheit zu setzen, ohne 
auch schon beigemischtes Chlorid anzugreifen: Schiittelt man namlich eine 
1°.ige Natriumchloridlésung, entsprechend 6066 y Cl in leem mit 1 ¢cem 
Kaliumpermanganat (0,02 n) und verdiinnter Schwefelséure (14 g H,S0O, 


1 Zeitschr. f. analyt. Chem. 94, 385, 1933. 
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‘hlor. - in 100 cem Oxydationsfliissigkeit), so zeigt schon die erste Extraktion mit 
c auf Kohlenstofftetrachlorid frei gemachtes Chlor an. Verringert man unter 
ain sonst gleichen Bedingungen die Schwefelsaurekonzentration aut l0g H,SO, 
. in 100 cem, se ergibt erst die vierte Ausschiittelung mit Kohlenstofftetra- 
chlorid freies Chlor, wihrend 9 g H,SO, in 100 cem auch bei der sechsten 
lichte Ausschiittelung mit Tetrachlorkohlenstoff keine Oxydation des Chlorids 
‘hlor, zu Chlor mehr anzeigt. Andererseits darf man fiir die quantitative Oxvdation 
hwer der Bromide zu Brom nicht unter 6g H,SO, auf 100 cem heruntergehen. 
cken Man arbeitet am besten mit 7.5g¢ H,SO, in 100 cem Oxydationslésung. 
ntere Bei niedrigeren Saurekonzentrationen, z. B. 3 oder 4g H,SO, in 100 ccm 
Oxydationslésung tritt keine oder nur teilweise Oxydation der Bromide 
zu Brom ein. Die Bromwerte fallen alsdann zu tief aus. 
c) Das Kaliumpermanganat soll in ausreichender Menge verwendet 
werden. Wir machten die KBeobachtung, daB die Asche noch reduzierende 
te (Permanganat verbrauchende) Substanzen enthalten kann, bei Blut- 
<8 analysen Z. Be Ferroeisen u. a. Sollte sich daher die Permanganatlésung 
‘hten si Tasch entfarben, so werden Schwefelsdure und Permanganat derart 
indig erginzt, daB die Konzentration von etwa 7,5 ¢ H,SO, in 100cem Oxydations- 
aon lésung bestehen bleibt, wenn man nicht vorzieht, einen neuen Ansatz mit ver- 
eet mehrter Permanganatlésung in Bearbeitung Zu nehmen. Die einheitliche 
hel und sehr kraftige oxydative Wirkung der schwefelsauren Permanganat- 
300) + lésung, die auch Begleitsubstanzen., die frei gemachtes Brom verbrauchen 
saa. konnten, entfernt, erscheint uns gegentiber der bisher oft angewandten 
htic Oxydation mit Salpetersiure-Wasserstoffsuperoxyd Vorziige zu bieten. 
piilt, d) Den EinfluB groper Mengen von Chlorid stellten wir in einer Reihe 


Wir von Blindversuchen fest und fanden, daB beim Zusatz von etwa 1 ccm 
einer | ° igen Natriumchloridlésung entsprechend 6066 y Chlor bei der 


so gewahlten Konzentration von Permanganat und Schwefelséure (1,00 cem 
NaCl-Lésung mit 6066 y Cl + 4cem H,O + 1,00cem 0,02n KMnO, 
+ 0,67cem 75° ,iger H,SO,) kein Chlor in Freiheit gesetzt wird. Die 
analytischen Belege sind im dritten Abschnitt unter Nr. 22 bis 46 der 
Tabelle Il angegeben. 
Fiigten wir der Oxydationslésung unter sonst gleichen Bedingungen 
leem 10° ige NaCl-Lésung = 60660 y Cl hinzu, so konnte bei der ersten 
Ausschiittelung mit Tetrachlorkohlenstoff kein Chlor gefunden werden, 
wohl aber beim zweiten und dritten Auszug, wie wir durch Bildung von 
mit freiem Jod beim Durchschiitteln des Kohlenstofftetrachloridauszugs mit 
n ist. Kaliumjodidlésung feststellen konnten. Im Gegensatz zu Brom, das von 
amit Ausschiittelung zu Ausschiittelung rasch abnimmt, verrat sich frei gemachtes 
yxvd Chlor durch Zunahme von einem Auszug zum folgenden, wobei der erste 
e an gewohnlich chlorfrei ist. Man gewinnt hiermit ein auBeres Unterscheidungs- 
ches merkmal iiber das Verhalten von Chloriden und Bromiden gegeniiber 
| der Kaliumpermanganat-Schwefelsiure. Der Chlorwasserstoff wird unter den 

gegebenen Bedingungen viel schwerer oxydiert als der Bromwasserstoff. 
efel- Bei der Zugabe der Halfte von 10°,iger Kochsalzlésung (0,5 cem) oder 
um von leem 5°%,igem NaCl zeigten nur die dritte und vierte Ausschiittelung 
ohne mit Tetrachlorkohlenstoff eine ganz schwache Chlorreaktion, wéahrend 
eine leem einer 3°,igen NaCl-Lésung entsprechend 18195 7 Chlor noch bei 
ecm [ der vierten Ausschiittelung, die fiir die Extraktion von frei gemachtem 
SO, Brom gewohnlich ausreicht, kein Chlor mehr anzeigt. 


Diese Ermittlungen zeigen, daB es bei ganz unbekannter Aschezusammen- 
setzung notwendig ist, vor der Brombestimmung eine Bestimmung des 
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Gesamthalogens, z. B. nach Volhard, auszufiihren und die Lésung alsdan) 


so einzustellen, daB bei der Brombestimmung nicht mehr als 18000 » 


berechnet als Cl zur Anwendung kommen. Der Fehler, der durch eine zu 
hohe Chloridkonzentration entsteht, ist tibrigens gering, es wurden in 
einem Blindversuch mit 30330 » Chlor nur 7 y Br vorgetéuscht. 

e) Bei der Titration in Gegenwart von Tetrachlorkohlenstoff ist zu 
beachten, daB diese Fliissigkeit im Glasgefafs leicht einen violetten Reflex 
ergibt, der bei der Titration der blauvioletten Jodstarkelésung nicht 
stéren darf. Gutes Durchschiitteln der Jodkaliumlésung mit der Tetra- 
chlorkohlenstoffbromlésung, sowie Titration bis zur vélligen Farblosigkeit 
sind selbstverstandliche Voraussetzungen fiir die Titration. Auch ein am 
SchluB der Titration auftretender bréunlicher Ton ist zum Verschwinden 
zu bringen. Der Starkezusatz ist auf ein Minimum zu beschranken, da, 
wie schon Treadwell gezeigt hat, die Starke Jod verbraucht. 


C. Ausfiihrung der Analyse. 


Die im folgenden beschriebenen analytischen Operationen werden am 
besten in einem besonderen Raum, der nur diesem speziellen Zwecke dient, 
vorgenommen. Daf man es vermeidet, brom- oder jodhaltige Substanzen 
oder freies Halogen offen in den Analysenraum zu bringen, ist eine Selbst- 
verstandlichkeit. 

Veraschung. 10,0 cem Blut! oder Harn, die man bei 20° C abmibBt, 
versetzt man in einem gut gereinigten und ausgegliihten Nickeltiegel mit 
beispielsweise 2,5cem 90° iger Kaliumearbonatlésung, die man _ nach 
T'. v. Fellenberg* gereinigt hat, oder 1g Atzkali, dessen Halogengehalt 
bestimmt sein muB. Ein Nickeltiegel von 5cem Durchmesser und Héhe 
hat sich am besten bewahrt. Auf kleiner Flamme wird unter stetem Riihren 
mit einem diinnen Nickelstébechen zur Trockne eingedampft, worauf man 
die Flamme etwas vergr6Bert und solange erhitzt, bis die organische Substanz 
soweit wie méglich verbrannt ist. Es ist streng darauf zu achten, daB der 
Tiegel dabei nicht zum Gliihen kommt und die entstehenden Gase sich nicht 
entziinden. Die an der Tiegelwand anhaftenden Reste werden mit dem 
Nickelstabchen abgekratzt; an die Tiegelwande hinauf destillierte teerige 
Produkte werden durch vorsichtiges Erhitzen mit der Flamme verbrannt. 
Wenn die Asche durch weiteres vorsichtiges Erhitzen nicht mehr heller 
wird, so li8t man den Tiegel erkalten und gibt 3 cem halogenfreies. destil- 
liertes Wasser hinzu’, indem man die Tiegelwand und den Nickelstab damit 
abspilt. Nach gutem Umriihren und Zerteilen der Asche wird durch ein 
aschefreies Filterchen von 5cm Durchmesser in ein Hrlenmeyer-K6lbchen 
filtriert. Man wiederholt das Ausziehen der Asche mit je 3 ccm Wasser 
im Tiegel gleicherweise noch zweimal. Um ein glattes, verlustloses Uber- 
gieBen der Lésung aus dem Tiegel zu erméglichen, wird die AusguBstelle 
mit etwas reiner Vaseline bestrichen. Das Filter, das noch Kohle und wasser- 
unlésliche Asche enthalt, bringt man mit einer Pinzette in den Tiegel zuriick. 
durchfeuchtet mit 6 Tropfen Kaliumcarbonatlésung, trocknet tber der 
Flamme langsam und verascht wie oben angegeben mit mdglichst kleiner 
Flamme. Nach dem Erkalten wird die Asche dreimal mit je 2 cem destil 





1 Es geniigen auch 5cem, dann diirfen aber nur 0,5g Atzkali an- 
gewendet werden. — ? Diese Zeitschr. 139, 393, 1923. — * T. v. Fellen- 
berg, l.c. 
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liertem Wasser ausgezogen und durch ein kleines Filterchen jedesmal in 
das Erlenmeyer-Kolbchen zur Hauptlésung hineinfiltriert. Veraschen des 
Filterchens unter Zusatz von 6 Tropfen Pottaschelésung und Ausziehen 
wird nochmals wiederholt. In allen unseren Fallen war der dritte Auszug 
der dritten Veraschung halogenfrei, wie sich durch Auffangen von etwas 
Waschwasser im Reagensglas nach dem Ansiuern mit halogenfreier Salpeter- 
siure mit Silbernitrat priifen lieB. Sollte sich dabei noch eine schwache 
Opaleszenz zeigen, so miiBten Veraschung und Auslaugung, wie oben be- 
schrieben, solange wiederholt werden, bis die Halogenreaktion vollkommen 
negativ ausfallt. 

Zur Veraschung von Organen verfahrt man analog wie bei Blut oder 
Urin. Auch J. L. Kriwsky? gibt eine recht anschauliche Beschreibung iiber 
die Veraschung von Organen mit Atznatron. 

Abtrennung von Jod. Die vereinigten Aschenausziige bringt man 
quantitativ in eine flache Platinschale (Weinschale), die mit einem spitzen 
Ausgu® versehen ist. Die Lésung wird auf dem Wasserbad zur Trockne 
eingedampft, wobei man die letzten Reste von Feuchtigkeit durch vor- 
sichtiges Erhitzen tiber einem klein gestellten Pilzbrenner durch Hin- und 
Herbewegen der Schale iiber der Flamme beseitigt. Nach dem Erkalten 
der Schale im Exsikkator wird die Salzmasse zur Extraktion von etwa 
vorhandenem Jodkalium mit 3ccm halogenfreiem absolutem Alkohol versetzt 
und mit einem Achatpistill fein zerrieben. Um eine Deformation und Be- 
schadigung der Platinschale zu vermeiden, stellt man sie vor dem Zerreiben 
der Asche in einen genau anliegenden hélzernen Untersatz. Man la8t nun 
den Alkohol nach dem Absetzen des Aschenpulvers méglichst vollstandig 
in ein Erlenmeyer-Kélbchen abflieBen und wiederholt das Zerreiben und 
AbgieBen mit 3 cem absolutem Alkohol noch zwei- oder dreimal, je nachdem 
sich der erste Auszug schon abgieBen lieB oder von der Asche geschluckt 
wurde. Das bei dieser Alkoholbehandlung das Kaliumjodid vollstandig 
aufgenommen wird, hat schon v. Fellenberg (1. c.) gezeigt. Das Pistill wird 
mit destilliertem Wasser quantitativ in die Platinschale abgespiilt und die 
Salzmasse in der Schale damit gelést. Der Alkohol entweicht auf dem 
Wasserbad beim vorsichtiqgen Erwarmen der wasserigen Losung. In unserem 
Beispiel wird diese quantitativ in ein MeBkélbchen von 50 ccm Inhali 
gespilt. Die Platinschale spiilt man mit der Menge verdiinnter Schwefel- 
siure, die man zur vorsichtigen Neutralisation des verwendeten Kalium- 
carbonats oder Atzkalis ungefahr berechnet hat, und hernach mit destilliertem 
Wasser quantitativ in das Kélbchen nach. Es ist darauf zu achten, daB die 
Losung im MeBkélbchen nie freie Mineralsiure aufweist, sondern eher 
schwach alkalisch bleibt. 

Der zur Extraktion des Kaliumjodids verwendete Alkohol hat etwas 
Bromid und Chlorid mitgelést. Man bringt ihn quantitativ in die Platin- 
schale, verdiinnt mit der doppelten Menge destillierten Wassers und dampft 
vorsichtig auf dem Wasserbad zur Trockne, zuletzt vollstandig tiber dem 
Pilzbrenner. Der Riickstand wird nun dreimal unter Zerreiben mit dem 
Achatpistill mit je Lecem absolutem Alkohol digeriert, worauf man den 
ungelésten Riickstand nach Vertreiben des anhaftenden Alkohols mit 
destilliertem Wasser zu der Chlorid-Bromidhauptlésung im Mek6élbchen 
spilt. Eindampfen der alkoholischen Lésung und dreimaliges Digerieren 
mit 1eem absolutem Alkohol wird noch zweimal wiederholt und jedesmal 


! Diese Zeitschr. 249, 288, 290, 1932. 
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der im Alkohol unlésliche Riickstand in destilliertem Wasser gelést, vom 
Alkohol auf dem Wasserbad befreit und die hinterbleibende Lésung quanti- 
tativ in das MeBkélbchen gespiilt. Der letzte alkoholische Auszug kann 
verworfen oder nach v. Fellenberg zur Jodbestimmung verwendet werden 
Die Abtrennung des Jodids kann natiirlich unterbleiben, wenn von eine: 
Asche bekannt ist, daB sie so wenig Jod enthalt, daB dieses die Bromwerte 
nicht beeinfluBt; der Analysengang vereinfacht sich entsprechend. 

Die Chlorid-Bromidlésung im Me8kélbchen fiillt man bei 20° bis zu: 
Marke auf, mischt gut durch, wobei auf die Kohlenséureentwicklung zu 
achten ist und bestimmt zunachst an einem aliquoten Teil der Lésung dic 
Gesamtmenge von Chlor und Brom durch Titration nach Volhard, berechnet 
auf Chlor. 


Ejigentliche Brombestimmung. 


Fiir die Oxydation des Bromids zu Brom mit Kaliumpermanganat und 
Schwefelséure und zur Ausschiittelung mit Tetrachlorkohlenstoff bedienen 
wir uns eines zvlindrischen Schiitteltrichters, der sich an die von W. Roman! 

beschriebene Form anlehnt und in nebenstehender 

p Abb. 1 abgebildet ist. Unser Schiitteltrichter 

unterscheidet sich indessen von der alteren Form 

darin, daB der Schiittelraum nicht in eine Kapil- 

| lare auslauft, sondern als ziemlich weites Rohr aut 

; pe den Reiber des Hahns aufst6Bt. Bei der Roman- 

schen Form kommt es leicht vor, daB sich beim 

| | Schiitteln Trépfchen der wasserigen Fliissigkeit in 

| der Kapillare festsetzen und beim Ablassen des 

Chloroforms bzw. der  Tetrachlorkohlenstoff- 

lésung mitgerissen werden. Um Bromverluste aus 

} dem ablaufenden Tetrachlorkohlenstoft méglichst 

\\{ zu vermeiden, kénnen GefaBe und Lésungen ge- 

kiihlt werden; auBerdem wihlen wir die Ablauf- 

kapillare ziemlich lang, damit sie tief in das Titrier- 

kélbchen eingefiihrt werden kann. Um ein Hin- 

aufziehen der Lésung an der AuSenwand des 

Kapillarablaufs zu vermeiden, ist derselbe am Ende 

konisch abgeschliffen. Hahn und Stopfen sind mit 
Normalschliff versehen. 

Das Schiittelgefa8 wird nun zunichst mit 

2,0cem Kohlenstofftetrachlorid (Kahlbaum .,zur 
Abb. 1. Analyse“, schwefelfrei). dann mit z. B. 5,00 cem 

der zu untersuchenden Lésung aus dem Meb- 

k6lbchen und hierauf mit 1,0cem 0,02 n KMnO,-Lésung und soviel 75 °,iger 
Schwefelsaure (z. B. 0,67 cem) versetzt, daB die gesamte wasserige Fliissig- 
keit nicht weniger als 6 und nicht mehr als 7,5 g H,.SO, pro 100 cem Gesamt - 
lésung enthalt. Nun wird wahrend 20 Sekunden kraftig durchgeschiittelt und 
der das Brom enthaltende Tetrachlorkohlenstoff sofort nach der Schichten- 
trennung in ein Erlenmeyer-Kélbchen, das mit einigen Kérnchen reinstem 
Kaliumjodid und 1 cem destilliertem Wasser beschickt ist, abgelassen. Die 
wasserige Fliissigkeit darf natiirlich nicht in die Hahnbohrung gelangen. Die 
Tetrachlorkohlenstofflésung der Ablaufkapillare wird durch entsprechende 


& A 





1 Diese Zeitschr. 207, 423, 1929. 
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Drehung des Hahns und Einblasen durch die axiale Bohrung ausgeblasen. 
Die Ausschiittelung der wasserigen Losung wird noch so oft wie eben nétig 
ist, ein-, zwei- oder mehrmals mit Je 2 ccm und dann mit | cem CCl, wieder- 
holt, je nachdem man kleinere oder groBere Mengen Brom erwartet. was 
man an dem aus Kaliumjodid frei gemachten Jod erkennt. Das Ende det 
Bromextraktion wird dadurch festgestellt, daS man zur Oxydationsfliissig- 
keit im Trichter 1cem Tetrachlorkohlenstoff gibt, 20 Sekunden schiittelt 
und den CCl, in ein besonderes Kélbchen tiber Kaliumjodidstarkelésung 
gieBt. Bleibt diese farblos, so ist die Ausschtittelung erschépfend erfolgt, 
wird freies Jod hingegen noch nachgewiesen, so miissen die Ausschiittelungen 
entsprechend wiederholt werden, wobei man _ natiirlich samtliche CC,- 
Ausziige vereinigt. 

Die gesammelten CCl,-Ausziige schiittelt man nun mit der Kalium- 
jodidlésung kraftig durch, versetzt mit 1 Tropfen 0,5°,iger Stairkelésung 
und titriert das dem Brom aquivalente, frei gemachte Jod mit n/1000 
Thiosulfatlésung, wovon leem 79.9 y Brom entspricht. Die Titration 
erfolgt am besten aus MeBpipetten, die in 0,01 cem eingeteilt sind. Bei 
Mengen unter 10 y Br ist es vorteilhaft, eine 0,1 cem-Pipette zu verwenden, 
die in 0,001 cem eingeteilt ist. Der Faktor der Thiosulfatlésung muB vor 
jeder Versuchsreihe bestimmt werden, am besten durch Einstellen auf 
n/1000 Kaliumjodatlésung. 

Bei Mengen unter 10 7 Brom dampft man vorteilhaft eine gréBere 
Menge der wasserigen Chloridbromidlésung auf ein kleines Volumen ein 
und spilt dasselbe quantitativ in das SchiittelgefaB, so dai das Volumen 
nicht mehr als 5cem betraégt. Man vermehrt auf diese Weise die Brom- 
konzentration entsprechend. Oder man geht von der gleichen Chlorid- 
bromidlésung aus, verwendet indessen viel kleinere Mengen, z. B. nur ein 
Viertel der oben angegebenen CCl,-Menge. Auf diese Weise lassen sich 
4 Br noch bestimmen, 2 y noch eben nachweisen; limitierend ist vor allem 
die Empfindlichkeit der Titration mit Thiosulfat. 

Es ist denkbar, daB man nach dem Vorgehen v. Fellenbergs', der sich 
auf ein Verfahren von Winkler? stiitzt, ganz kleine Mengen von aus Kalium- 
jodid frei gemachtem Jod, ohne mit Thiosulfat zu titrieren, in Tetrachlor- 
kohlenstoff sammelt, in Jodat iiberfiihrt und erst die damit aus Kalium- 
jodid frei gemachte nun sechsfache Menge Jod zur Titration bringt. Dadurch 
kénnte die Empfindlichkeit der Methode erheblich gesteigert werden; 
wir sind daran, diesen Vorschlag zu priifen. 


D. Die Empfindlichkeit der Methode. 


a) Versuche mit reinem Kaliumbromid. Die Tabelle I zeigt eine Zu- 
sammenstellung der angewandten und der gefundenen Mengen von Brom, 
wie sie in praktisch durchgefiihrten Beispielen erhalten wurden, wobei zu 
bemerken ist, daB man bei Versuch | bis 16 mit Chloroform, von Versuch 17 
an mit Kohlenstofftetrachlorid arbeitete. Die Versuchsbedingungen (Kon- 
zentration der Schwefelséure, Menge der Lésungsmittel, Dauer des Aus- 
schiittelns) wurden bei dieser ersten Versuchsreihe noch innerhalb ziemlich 
weiter Grenzen variiert. sonst waren die Zahlen noch in besserer Uberein- 
stimmung gefunden worden. 


1 Diese Zeitschr. 152, 120, 1924. — ? Zeitschr. f. angew. Chem. 28, I, 
469, 1915. 
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Tabelle I. 





Angewandte Gefundene Angewandte Gefundene 
Menge Brom Menge Brom Nr. Menge Brom Menge Brom 


7 Y 7 


963,8 929.6 + 

963,8 971,3 14 96 

963,8 950,2 15 96 

481.9 472,9 16 96 

481.9 483,4 > = 

9/9 912°9 17 48 

192,7 213,7 18 48 

192,7 160,0 19 3g 

96,3 98,24 ¢ a: 

96.3 912 20 2,9 gera dea h 

10 48,2 45,1 21 1.9 nicht mehr nach- 
11 19,3 22.5 weisbar 


bo 


2 Ore © IN be 
> or 


aie 
S 


we wins 





b) Versuche mit Natriumchloridzusatz. Bei den folgenden Analysen 
wurde der Kaliumbromidlésung noch 1 cem 1°, iger Natriumchloridlésung 
entsprechend 6066 y Chlor zugesetzt, nachdem durch Blindversuche vorhe: 
festgestellt worden war, da die angewandten Konzentrationen von Per- 
manganat und Schwefelsaure aus einer solchen Natriumchloridkonzentration 
kein Chlor frei machen (siehe Abschnitt B.). In der Versuchsreihe 22 bis 46 
wurde unter den im Abschnitt C. angegebenen optimalen Bedingungen 
gearbeitet. Die Streuung der gefundenen Werte gegeniiber dem angewandten 
Brom ist geringer geworden. 


Tabelle II. 





Angewanidtes Gefundenes Angewandtes Gefundenes 
Brom Brom ir. Brom Brom 


Y Y ; Y F 


481,9 474,7 96,4 86,6 
481,9 474,7 96,4 89,7 
481,9 472.0 96,4 86,9 
385,5 375,5 96,4 91,2 
385,5 388,9 48,2 45,9 
385,5 376.6 48,2 45,9 
289, 1 288,2 48,2 43,4 
289,1 282,9 48,2 43,2 
289,1 293,5 9,6 8,2 
192,7 181,5 9.6 8,9 
192,7 192,1 5 4,8 3,8 
192,7 186,8 46 48 3,4 

96,4 91,9 





c) Bestummung des Bromgehaltes in Blut. Den eigentlichen Entscheid 
iiber die Brauchbarkeit der Methode brachten Versuche, in denen wir den 
Analysengang von der Veraschung von Blut bis zur Bromtitration durch- 
fiihrten, einmal ausgehend von Normalblut und dann zum Vergleich von 
Blut mit bekannten zugesetzten Brommengen. 


1. 10cem Kaninchenblut wurden unter Zusatz von 2,5cem 90° ,iger 
K,CO,-Lésung verascht, nach der Jodidextraktion in einem 50-cem-Meb- 
kélbchen mit verdiinnter H,SO, neutralisiert und zur Marke aufgefiillt. 
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5eem der Aschenlésung lcem Blut verbrauchten nach der Oxy- 
dation mit KMnO,—H,S0O, und Extraktion mit CCl, 0,050 cem 
n/1000 Thiosulfat 4,0 » Br 0,40 mg-°, Br. 

Il. 5cem der Aschenlésung leem Blut, wie bei a) behandelt, ver- 
verbrauchten 0,048cem n/1000Thiosulfat = 3.9y Br = 0,39mg-°, Br. 


10 cem Kaninchenblut wurden mit 100 y Br versetzt, wie bei 1. verascht 
und weiterbehandelt. 
5cem der Aschenlésung = leem Blut + 10 y Br (zugesetzt) ver- 
brauchten 0,170 cem n/1000 Thiosulfat 13,6 y Br. 
5ceem der Aschenlésung = leem Blut + 10 y Br verbrauchten 
0,200 cem n/1000 Thiosulfat 16,0 y Br. 


Nach 20 Minuten Stehenlassen wurde die Oxydationsfliissigkeit 
nochmals mit CCl, ausgeschiittelt, wobei kein frei gemachtes Halogen 
mehr nachgewiesen werden konnte. 


10 cem des gleichen Kaninchenblutes wurden nach Zusatz von 100 y Br 
mit 1 g Kaliumhydroxyd geschmolzen und verascht, und wie bei 1. und 2. 
angegeben verarbeitet. 5cem der Aschenlésung = 1 cem Blut + 10 y Br 
verbrauchten 0,183 cem n/1000 Thiosulfat 14,8 y Br. 


10 cem defibriniertes Rinderblut wurden mit 1 g Kaliumhydroxyd ge- 

schmolzen und verascht, und die Asche im 25-cem-MeBkélbchen neutra- 

lisiert, gemischt und aufgefiillt. 

I. 5ceem Lésung = 2cem Blut verbrauchten 0,058 cem n/l000 Thio- 
sulfat = 4,6 y Br = 0,23 mg-% Br. 

Il. 5eem Lésung 2cem Blut verbrauchten 0,058 cem n/1000 Thio- 
sulfat 4,6 y Br 0,23 mg-°, Br. 


10 cem des gleichen defibrinierten Rinderblutes wie im Versuch 4 wurden 
nach Zusatz von 800 y Br mit 1g Kaliumhydroxyd geschmolzen, die 
Aschenlésung im 50-cem-MeBk6lbchen neutralisiert und aufgefiillt. 
I. 1 eem der Lésung = 0,2 cem Blut + 16 y Br verbrauchten 0,210 cem 
n/1000 Thiosulfat = 16,8 y Br. 
II. 1 eem der Lésung = 0,2 cem Blut + 16 y Br verbrauchten 0,213 cem 
n/1000 Thiosulfat 17,0 » Br. 


5cem Blut eines Menschen, der vor dem Aderla8 zur Beruhigung ein 

Brompraparat eingenommen hatte, wurden mit 2,5 cem 90 °,iger halogen- 

freier Pottasche verascht und die Lauge aus der Asche auf 25,0 cem auf- 

gefiillt. 

I. 2,5cem der Lésung = 0.5 ecm Blut verbrauchten 0,726 cem n/1000 
Thiosulfat 58.0 » Br 11,6mg-°, Br. 

II. 2,5cem der Lésung = 0,5cem Blut verbrauchten 0,699 cem n/1000 
Thiosulfat = 55,9 y Br 11,2 mg-®, Br. 


. Das gleiche menschliche Blut mit 0,52 g festem Kaliumhydroxyd ver- 
ascht und die Aschenlésung auf 25,0 cem aufgefiillt. 


I. 5,0cem der Lésung = 1cem Blut verbrauchten 1,428 cem n/1000 
Thiosulfat 114,2 y Br = 11,4 mg-%, Br. 

II. 2,5cem der Lésung = 0,5cem Blut verbrauchten 0,737 cem n/LOOO 
Thiosulfat = 58,9 y Br = 11,8 mg-°, Br. 
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8. 5cem desselben Blutes wurden mit 1 cem 57°,iger Kalilauge veraschi 
und die Aschenlésung auf 25 cem aufgefiillt. 


I. 2,5cem der Lésung 0,5cem Blut verbrauchten 0,737 cem n/1UG0U 
Thiosulfat = 58,9 y Br 11,8 mg-°, Br. 


Il. 2,5cem der Lésung = 0,5 eem Blut verbrauchten 0,6993 cem n/1000 
Thiosulfat 55,9 y Br = 11,2 mg-°, Br. 


Wir haben auch Brombestimmungen mit normalem menschlichen 
Blut, d.h. mit Blut von Menschen, die nachweislich wahrend langere: 
Zeit kein Brom eingenommen hatten, ausgefiihrt. Die Bromwerte von 
Titrationen derselben Veraschung stimmten sehr gut tiberein und innerhalb 
der Fehlergrenzen der Titration nahezu auch die Bromwerte von Analysen 
verschiedener Veraschungen. Da indessen die Blutbromwerte von Mensch 
zu Mensch relativ erhebliche Schwankungen zeigten, so méchten wir aut 
Grund einer verhaltnismaBig noch geringen Zahl von Bestimmungen keine 
voreiligen Schliisse ziehen und unser analytisches Material tiber den Brom 
gehalt von menschlichem Normalblut erst auf Grund gr6Berer Versuchs- 
reihen mitteilen. 


Kine weitere Kontrolle tiber die Brauchbarkeit der Methode wurde 
durch zahlreiche Doppelbestimmungen des Broms im Urin und Blut von 
Kaninchen tber eine langere Beobachtungszeit ausgefiihrt (s. folgenden 
Abschnitt). 


E. Anwendung der Methode in Tierversuchen. 
1. Bromausscheidung im Urin von Kaninchen. 


1. Versuch. Ein mittelschweres Tier (Labor. Nr. 420), dessen normaler 
Bromgehalt im Urin am 8. Juli 1933 in einer Doppelbestimmung ermittelt 
worden war, erhielt unmittelbar danach per os 10 g Calcibronat ,,Sandoz* 
in Form des Granulats (= 4g Calciumbromidlactobionat, enthaltend 
0,60 ¢ Brom und 0,380g Calcium), Der Bromgehalt des Urins_ stieg 
darauf sogleich auf iiber die 20fache Konzentration an; unter Beriick- 
sichtigung der Urinmenge stieg der absolute Betrag von ausgeschiedenem 
‘Brom am vierten Tage auf ungefihr die 60fache Menge (45mg Br) 
von normalerweise ausgeschiedenem Brom. Erst nach 6 Tagen nahm 
die Bromausscheidung im Urin erheblich ab, betrug indessen nach 
8 Tagen noch ungefaihr das 20fache der normalen Bromausscheidung 
im Gesamturin (siehe Tabelle III). 


Tabelle III. 





Urin- SA Angewandte Verbrauchte |. | 
Daten Urin | tages: Veraschte og n/1000 Thio- efundenes| mg Brom 
menge Urinmenge bezogen auf sulfat Brom in —— 
19838 || Nr. cem cem Urin cem y 9 
e = ; 8 9,4 0,94 
3. VIL. a 1 0,11 ’ ’ 
wad eel eye Mae tt Rae 0,118 94 | 0,94 
. | 1 2,707 216,3 21,63 
4. VII. 22 o | rs oe i 
at Rien gn ele 2671 213,521,385 
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Tabelle III. 


(Fortsetzung.) 


241 





Datum Urin 
1933 Nr. 
5. VII. | Il 
6. VII. IV 
7. VI. V 
8. VII. VI 
10. VIL. VII 
11. VU.) VIII 


2. Versuch. 
welche die altbekannte 
findet auch im folgenden 


Urin- 
tages- 


menge 


ecm 


83 


50 


230 


160 


180 


130 


Veraschte 
Urinmenge 


ecm 


10 


10 


10 


10 


10 


10 


Angewandte | en 
| n/1000 Thio- 


cem, 


bezogen auf 


Urin , 


OS OF BR ee 
or 


oro 


~~ 
— — 
oro oor 


—h— 


Verbrauchte 
sulfat 
ecm 
2,825 
2,824 
1,70 
1,675 
2,464 
1,241 
1,663 
1,663 
0,524 
0,530 


0,644 
0,641 


Gefundenes 
Brom 


Y 
225,8 
225,7 
135.0 
133,9 
196,9 

99,2 
132.9 
132,9 

41,9 

42.4 


51,5 
51,2 


mg Brom 
in 100 ecm 
Urin 


Die Jangsame Ausscheidung des Broms aus dem Korper, 
von Cl’ durch Br’ 


sechweres Kaninchen (Labor. 


bronat-Granulat ( 


und 0,6 g Calcium) per os (s. 


Nr. 


8 g Calciumbromidlactobionat, 


Substituierbarkeit 
Parallelversuch thre 
428) erhielt am 3. Juli 1933 20¢ Calei- 
enthaltend 1,20 ¢ Brom 


Tabelle LV). 


Tabelle IV. 


Bestatigung. 


bestatigt, 


Ein mittel- 





Datum 


1933 


8. VIL. 


10. VIT. 


11. VII. 


Urin 


Nr. 


Il 


IV 


VI 


VII 
VII 


IX 


Urin- 


tages- 
menge 


ecm 


184 


145 


220 


Veraschte 
Urinmenge 


ecm 


10 


10 


10 


——~_ eee 


Angewandte 


eem, 
bezogen 
auf Urin 


Or O20 OF Se ee 
Sror bo 


Cret or 


22 92 22 
Corot 


oro 


22> 
oro 


Verbrauchte 


n/1000 Tiio- 
sulfat 
ecm 


0,0969 
0,0932 


0,153 
0,153 


7,112 
1,377 


3,312 
3,357 


029 


511 
A 
4 
0 
0 


: BS ae S 


> bo 


64 
46 


bom 


ri 
3, 
1 
1 
2,( 
2, 
1 
1, 
iF 
4, 


‘64¢ 
16 
17: 


-~1 > 


Gefundenes 
Brom 


561,7 
280,6 


114,6 
116,0 
164,2 
164,2 
131,3 
131,5 


93,2 
93,7 


mg Brom 
in 100 cem 
Urin 


i. ai 
_— 


—_ 
min ~~ 
wo oral 


5 


56,84 
55,05 
52,94 
53,54 
56,17 
56,12 
22.94 
23,20 
32,84 
32,84 
26,23 
26,30 
18,64 
18,73 
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2. Bromgehalt von Blut und Urin von Kaninchen vor und nach der Verab 
reichung groBer Mengen Brom. 


1. Versuch. Ein Kaninchen (Labor. Nr. 335) von 2,68 kg Antangs- 
gewicht erhielt nach 2 Tagen der Vorbeobachtungszeit, wahrend welche: 
der Bromgehalt von Blut und Urin festgestellt worden war, waihrend 6 Tagen 
(24. bis 29. Juli 1933) taglich 20g Calcibronat per os, im ganzen 120 ¢ 
(entsprechend 48 g Calciumbromidlactobionat mit 7,2g Br,). In der 


Tabelle V. 
Im Urin ausgeschiedenes Brom eines Kaninchens vor, waihrend 
und nach sechstagiger oraler Verabreichung von 1,2g¢ Brom 
taglich. 





Zur Be- : 
stimmung _ Ver- 
an- 


Korper- Urin- —_ Verasehte brauchte Ge- mg Brom 


Datum Hi Urin tages- Urin- fundenes 
gewicht gewandte __ 1/1000 in 100 cen 
menge menge ccm, Thiosulfat Brom Tein 
bezogen 
kg Nr. com eem auf Urin ecem 7 


0,436 34,8 

0,412 32,9 

0,281 22.4 1,12 

0,254 20,3 1,01 
10,552 843.5 84,35 

5,297 423.3 84,66 

6,278 501.8 250.9 

3,227 252.0 . 252.0 
337.8 337,38 
343,38 843.3 


341.3 | 341.8 
3404 340.4 
477.2 | 477,2 
487.3 | 487,83 


697,38 | 697.3 
350,2 700.4 


0.512 41,7 83,3 
0,532 42.6 85.2 
0.610 48.8 48.8 
0,597 47,7 47,7 
1.651. 132,90 | 132.0 
1.640 1311 | 131.1 


eit aN 5 1270 © 101.5 | 203.0 
2.55 : a - 
- VIL. |} 2,580 | ‘05 | 1.297 | 1037 | 207.4 


VII 4,719 | 77,2 | 877,2 
oe 4.748 3794 | 3794 


ae idee 1.028 818 | 1636 
¢. VI. 1085 827 | 1654 


11. VIII. 


140 


ao oo 


2,680 160 


ww wv 


—_ 
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105 


ew 


» VIL. | P 105 
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2 
1 
1 
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Tabelle V wird der Bromgehalt im Urin sowie die gesamte ausgeschiedene 
Menge und Konzentration des Broms angegeben. Die Tabelle VI gibt den 
Gang des Bromgehalts im Blut vor, wahrend und nach der Bromverab- 
reichung an. Der plétzliche starke Riickgang der Bromausscheidung im 
Urin vom |. August 1933 an fallt zusammen mit der Beobachtung, daB das 
Tier in diesen Tagen den Eindruck machte, als ob es verenden wollte, also 
Zeichen hochgradiger Bromvergiftung zeigte; offenbar haben dabei die 
Nieren teilweise versagt. Der Bromgehalt des Blutes steigt fast proportion 
mit der im ganzen verabreichten Brommenge. 


Tabelle VI. 
Bromgehalt des Blutes eines Kaninchens vor, wahrend und 
nach sechstagiger oraler Verabreichung von 1,2 ¢ Brom taglich. 





Zur Be- y 

> stimmung er- 

Ent- , = . mg 
7 . Veraschte an- brauchte Ge- , 
—— Blut nomen Blut- gewandte _n/1000 — fundenes a 
8 menge eem, Phiosulfat Brom Blut 
bezogen 
1933 kg Nr. ecem ecm auf Blut eem } 


: | ; 22.3 2,23 
9 § | , 4 a 9°17 
VII. 2,680 10 ‘ 21,7 2,17 


Datum 
menge 


: : Q, 322 -B45,4 «69,08 
val. 10 ; 359 «3488 «| «(69,76 
739 139.0 —-139,0 
™ ag 739 «139.0 139.0 


: : f- 103.6 27,2 
VIl. 10) ‘ f 104.7 209,4 

. . 133,2 266,4 
2,610 ‘ 367 133.2 2664 


2.530 


2400 V 5 | os (2087 | 1668 | 38356 
VIL Os | ovat | bret | 11639 


11. VIII. 2,810 


2. Versuch. Ein Kaninchen (Labor. Nr. 439) erhielt am 5. September 
1933 10¢ Calcibronat (entsprechend 4g Calciumbromidlactobionat mit 
0,60 g Br,) per os. Die Tabellen VII und VIII zeigen den Bromgehalt von 
Urin und Blut vor. wahrend und nach der Verabreichung. wahrend einer 
langeren Periode bis der Bromgehalt von Blut und Urin zur Norm zuriick- 
gekehrt war, was beinahe | Monat, von der Bromverabreichung an ge- 
rechnet, dauerte. Anfangs wurde die im Urin ausgeschiedene Konzentration 
und Menge des Broms tiglich bestimmt, spater in zwei- bis dreitaégigen 
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Tabelle VII. 


Brommenge und -Konzentration im Urin eines Kaninchens, 
das am 5. 1X. 1933 0,60 g Brom peroral erhalten hat. 
(Gewicht des Tieres am 3. 1X. 1933 2,88 kg, am 12. X. 1933 2,99 kg). 





| | 
Uri | Ver- | Zur Bestim- Ver- 
2) oe el é , 
or sain | aschte | mung an- brauchte 
Datum Urin ae at } eem | gewandte n/1000 Thio- 
8€ | Urin- |cem, bezogen sulfat 
menge auf Urin 


mg Bron 
in 100 c¢em 
Urin 


| Y 
|Gefundenes | 
Brom 


1933 Nr. eem | ecm | 4 


0,432 
0,450 
0,528 
0,525 
0,825 
0,822 
0,938 
0,922 
0,650 
0,654 
0,370 
0,372 
0,393 
0,388 
0,250 
0,253 
0,695 
0,682 
0,251 
(0,244 
0,197 
0,202 
0,153 
0,149 
0,263 
0,266 
0,370 
0,371 
0,189 
0,193 
0,189 
0,189 
0,928 
0,920 
0,642 
0,645 
0,761 
0,741 
0,624 
0,627 
0,422 
0,420 
0,0895 
0,0904 
0,183 
0,2035 
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Tabelle VIII. 


Brom gehalt des Blutes eines Kaninchens, das am 6. 1X. 1933 


0,60 g Brom erhalten hat. 





| Ent- . 
| nom-] . Zur Be- Verbrauchte , 

Datum Blut | mene | ,Veraschte — stimmung 1/1000 Ge- mg Brom 
| Blut- | Blutmenge angewandte  7piosulfat fundenes in 100cem 
| menge | ecm, bezogen Brom Blut 


P auf Blut 
1933 Nr. | ecem ecm ecm } 





0,208 16,6 1,66 
0,211 16,8 1,68 
0,174 13,8 1,38 
0,170 13,6 1,36 


X. | XXIX | 10 


Ne ee 


oo @oO 


» X. |XXXM | 10 5 


1 0,190 15,2 
10 1 0.198 158 (2 
“ 1 0,152 i121 1,21 
1 0.161 12.9 1,29 
- 0,1 0,442 35,83 | 35,33 
01 0,435 34.77 | 34.77 
1 O41 0,370 29.57 | 29.57 
0 01 0,370 29.57 29.57 
10 01 0,342 27,35 27,35 
0.1 0,350 27,97 27.97 
oi 0,1 0,195 15.6 15,60 
0.1 0,194 15,52 15.52 
ss 0.1 0,197 15,75 15,75 
0.1 0,192 15,37 15,37 
r 0.1 0,182 14,52 14.52 
Ql 0,188 14,98 14.98 
‘s 0,1 0,165 13,15 13,15 
04 0,169 13,54 13,54 
O41 0,135 10,76 10,76 
5 0.1 0,129 10,30 10.30 
: 0,2 0,278 22,2 11,10 
0.2 0.279 22,29 11,14 
l 0,2 0,225 18,00 9,00 
L 0,2 0,225 18,00 9.00 
; - 0.5 0,604 48,28 9,65 
‘ ; 05 0.598 47.76 9,55 
) Be 0.5 0,444 35.48 7,09 
5 XVII 10 05 0.449 35.85 7.17 
3 
’ ees 0.5 0,406 32.48 6,48 
: XIX | 10 05 0.421 33.66 6.73 
) ie 0.5 0,263 20,98 4,19 
XXII 10 05 0,257 20.53 4.11 
| j 
eae Se 05 0,115 9,17 1,83 
1, 
1. 
1 
1 


Biochemische Zeitschrift Band 268. 





246 A. Stoll u. B. Brenken. 


Abstinden. Wenn man fiir die Zwischenzeiten die ausgeschiedene Brom 
menge durch Interpolation bestimmt, so hatte das Kaninchen 0,362 ¢ 
Brom ausgeschieden. Diese Menge, 60°, der oral verabreichten, stellt ein 
Minimum der resorbierten Brommenge dar, da das Tier durch die Haut 
und den Darmkanal ebenfalls Brom ausgeschieden hat. Die Hauptmeng: 
ist indessen durch die Nieren ausgeschieden worden. 

Der Versuch zeigt in schénster Weise, wie leicht Brom vom Darm 
aus resorbiert wird und wie wenig das Brom als Fremdk6rper im Organismu-s 
kreist, besonders wenn man aus dem 
vorhergehenden Versuch in Betracht 
zieht, wie groke Mengen von Brom. 
ohne dauernden Schaden zu_ stiften. 
voritibergehend vertragen werden. 

Der Gang des Bromgehalts im 
Blute und im Urin des vierten Ver 
suchs wird durch folgende Kurven 
(Abb. 2) veranschaulicht: 


— mg Brom in 00g Blut 

~~ Ing Brotn i) 10g "arn 

-—— Jorale Menge Brom in mg 
tin Harn Niglich 





$609 Brom oral 
0 Tt aern 3 
4¥XE & M t2 mM IU 1h ve 4 uM 2 CRY 











Abb. 2. 
Bromgehalt von Blut und Urin und tagliche Bromausscheidung im Urin eines Kaninchens, 
dem einmalig 0,60 g Brom oral verabreicht wurden. 
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B. 6: 


Uber Umschaltung der alkoholischen 
Zuckerspaltung durch Hefe in Milchsiuregirung. II. 
Von 
E. Auhagen und T, Auhagen. 

(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer vorangegangenen Mitteilung haben Auhagen und Neuberg! 
gezeigt, daB sich Hexose-di-phosphat durch Hefe zu Milchsiure abbauen 
laBt. Dieses Ziel wurde erreicht auf Grund des Befundes von Neuberg 
und Kobel?, daB durch Verdiinnung der Holozymase die durch Co- 
Enzyme (Co-Zymase, Co-Carboxylase) aktivierbaren Teilreaktionen der 
Garung stirker gehemmt werden als die Abbauvorginge, die ohne Mit- 
wirkung eines Co-Enzyms vonstatten gehen. Die Geschwindigkeit der 
Garungs-teilreaktionen, die eines Co-Enzyms bediirfen, ist mit anderen 
Worten eine irgendwie geartete geometrische Funktion der Konzentra- 
tionen von Enzym, Co-Enzym und Substrat; als Reaktionen héherer 
Ordnung sind diese also konzentrationsabhangiger als solche, die ohne 
Mitwirkung eines Aktivators ablaufen. 

Halt man die Konzentration eines Co-Enzyms durch kiinstlichen 
Zusatz konstant, so muB das zugehérige Ferment bei der Verdiinnung 
der Holozymase ebenso fungieren wie ein nicht co-enzym-gebundenes : 
es wird also nicht stairker gehemmt als z. B. die Glykolase. 

In einem verdiinnten Hefensaft ist dieses Enzym, wie Neuberg 
und Kobel (a.a.O.) zeigten, weniger als alle anderen geschwacht; in 
solehen Ansatzen geht Hexose-di-phosphat durch seine Einwirkung in 
Methylglyoxal tiber, das schon nach kurzer Zeit nachweisbar wird. 

Durch Zugabe von Glutathion wird die Ketonaldehydmutase 
wieder in Kraft gesetzt. Methylglvoxal ist nicht mehr auffindbar; es 
wird nach Mafgabe seines Entstehens in optisch aktive Milchsiure 
umgewandelt. Diesen Befund von Auhagen und Neuberg haben wir 
nach der quantitativen Seite ausgebaut und belegen ihn durch 
einige neue Beispiele. Er ist mit Ober- wie Unterhefe zu erzielen 
und stellt unserer Meinung nach den starksten Beweis dafiir dar, 
daB in den Versuchsansitzen nach Newberg und Kobel Methyl- 
glyoxal tatsaichlich primar vorhanden ist und nicht erst bei der Be- 
stimmung als Bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon sekundar entsteht; denn 


1 KE. Auhagen u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 264, 452, 1933. — * C. New- 
berg u. M. Kobel, ebenda 203, 463, 1928; 210, 466, 1929; 229, 255, 1930; 
B. 63, 1986, 1930. 


i7* 
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der einzige Weg der Milchsaéurebildung, der nach unseren_bisherigen 
Kenntnissen durch Glutathion spezifisch aktivierbar ist, geht vom 
Methylglyoxal aus. So vermochten wir auch in vorlaufigen Versuchen 
die durch dialysiertes Muskelenzym bewirkte Milchséurebildung aus 
Glycerinaldehyd-3-phosphorsiéure! nicht durch Glutathion zu aktivieren * 

Dieser Beweis ist erneut wichtig geworden. Nachdem die Glycerin. 
siure-mono-phosphorsaure in der Natur aufgefunden ist (Nilsson*, 
Embden*, Neuberg u. Kobel® und Meyerhof®), wurde die Glycerinaldehyd- 
monophosphorsaure als ihre Muttersubstanz angesprochen und in das 
glykolytische Abbauschema einbezogen, zumal Newberg und Kobel dic 
Umwandlung des Triose-esters in das Glycerinsiure-derivat und weiter. 
hin in Brenztraubensiure mittels Hefe bewirkt haben®. Der Triose- 
phosphorsiure kann wohl eine Bedeutung zugemessen werden. Aber 
nach den vorliegenden Befunden erscheint es héchst wahrscheinlich. 
dafi zum mindesten den Hefen der Abbauweg auch iiber das Methyl. 
glyoxal bzw. dessen am-Form offen steht. Ob beide Wege wahlweis 
eingeschlagen werden kénnen, oder ob nach der Spaltung eines mono- 
phosphorylierten Hexosemolekiils der eine Weg fiir das phosphorylierte. 
der andere fiir das P-freie Spaltstiick bestimmt ist, muB dahingestellt 
bleiben (vgl. hierzu £. Aubel und E. Simon’). 


Versuchsteil. 


Wir haben erneut, teilweise mit Hefe-reinkulturen, Versuche angestellt. 
die bestétigen, da®B sich Hexose-di-phosphat durch Hefe zu Milchsaure 
abbauen 1é8t. Um die Bilanz etwas vollstandiger zu gestalten, haben wi: 
jetzt nicht nur die Milchséure (nach Friedemann, Cotonio und Shaffer), 
sondern auch eventuell vorhandenes Methylglyoxal (als Bis-2, 4-di-nitro 
phenylhydrazon) und die restierende Hexose bestimmt. Bei der Ermittlung 
des Zuckers nach den tiblichen Reduktionsmethoden stieBen wir auf die 
Schwierigkeit, daB diese je nach dem Phosphorylierungsgrade verschiedene 
Werte ergeben. Ganzlich unkontrollierbar werden sie fiir ein Gemisch von 
freier, mono- und di-phosphorylierter Hexose, wie es am Schlu8 unsere 
Versuche nach mehrstiindiger Einwirkung der Hefe vorliegen diirfte. Wi 
haben deshalb zunéchst die Phosphorséure durch Nierenphosphatase ab 
gespalten und erst dann die freie Hexose bestimmt; diese Methode de 
Zuckeranalyse in einem Gemisch verschieden reduzierender Phosphate ist 
innerhalb weniger Prozente genau. Wir gingen so vor, daB in einem aliquoten 
Teil des Ansatzes die Hefenenzyme durch 6 Minuten langes Kochen im Wasser- 


1 M. Kobel u. H. Collatz, diese Zeitschr. 268, 202, 1934. — 2? Fiir Uber 
lassung des Triose-esters haben wir Herrn Dr. H. Collatz sehr zu danken 
—% R. Nilsson, Ark. f. Kemi, Mineral. Geolog. 10A, 121, 1930. — 4 G. Emb- 
den, H.J. Deuticke u. G. Kraft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933. 

5 OC. Neuberg u. M.Kobel, diese Zeitschr. 260, 241, 1933; 263, 219, 1933: 
Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 711, 1933. — ® O. Meyerhof u. W. Kiessling. 
diese Zeitschr. 264, 40, 1933. — 7 EH. Aubel u. BE. Simon, C. r. Soc. biol. 114. 


905, 1933. 
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bad auBer Betrieb gesetzt wurden; nach Filtration wurde Nierenphosphatase 
hinzugegeben. Nach zweitagiger Einwirkung wurde die frei gewordene 
Hexose durch Titration nach Hagedorn-Jensen ermittelt. Wir legten unserer 
Berechnung die Fructose-Werte von Weise und v. Brand! zugrunde, die sich 
von den fiir Glucose angegebenen kaum unterscheiden. 

Man wird auch so vorgehen kénnen, daB man auf das Aufkochen des 
Hefeansatzes verzichtet und statt dessen die Hefenwirkung mit NaF aus- 
schaltet. Dieses Gift hat nach Auhagen und Grzycki? keinen EinfluB auf 
das Nierenenzym, das sich infolgedessen iiberall da verwenden laBt, wo 
es gilt, in fluoridvergifteten Ansiéitzen phosphatatische Leistungen zu voll- 
bringen. 


Versuch 1. 
Bestimmung von Hexose-di-phosphat nach enzymatischer 
De-phosphorylierung. 


Die verwendete Na-Hexose-di-phosphat-Lésung war durch Umsetzung 
des Ca-Salzes mit Na-Oxalat hergestellt. Sie enthielt 1,78°, organisch 
gebundenen Phosphor, entsprechend 5,16°, Hexose. Die Nierenphosphatase 
war ein nach Erdtman® hergestelltes Trockenpraparat. 





Ansatz-Nr.: 1 2 3 
com Na-Hexose-di-phosphat-Lésung 2 2 — 
g Nierenphosphatase ....... 0,5 — 0,5 
CER eS hk Ee ee a 48 48 50 
CO RONEOR Se, ek se Be we 0,5 0,5 0,5 


Die Gemische wurden bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. Zur Analyse 
wurde je lcem herauspipettiert und nach Hagedorn-Jensen mit 6 cem 
Zinkhydroxyd-suspension enteiweiBt. Die Zuckerbestimmung wurde mit 
leem des Filtrats, entsprechend '/3;5 des Gesamtansatzes, vorgenommen. 


Tabelle I. 





Ansatz-Nr.: 1 2 3 41-3 


mg Glucose im Gesamtansatz 


0,2 Std. 4 on 2 2 
ee 13 4 1 12 
= 28 3 2 26 
a 105 3 1 104 
oo 103 7 1 102 


Gef.: 0,104, 0,102 ¢ Hexose; ber.: 0,103 ¢ Hexose. 


Man sieht, daB hier lediglich die freie Hexose bestimmt wird; Hexose 
di-phosphat, dessen Reduktionswert je nach Dauer des Erhitzens zwischen 
25 und 45°, schwankt, wird bei der EnteiweiBung mit ausgefallt 4. 


1 W. Weise u. Th. v. Brand, diese Zeitschr. 264, 357, 1933. 2 EF. Au- 
hagen u. S.Grzycki, ebenda 265, 217, 1933. — * H. Erdtman, H. 172, 
182, 1927. — 4 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 238, 237, 1931. 
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Versuch 2. 
Milchséurebildung durch obergarige Reinzuchthefe. 

Um mit Sicherheit Milchséiurebakterien auszuschlieBen, wurde eine 
Hefe benutzt, die im hiesigen Institut aus einer Sinnerhefe-Reinzucht 
weiterkultiviert! worden war. Sie kam als steril abgeschleudertes Materia! 
mit einem Trockengewicht von 21°, zur Anwendung. Es ergaben sich: 
im Versuchsverlauf gegeniiber technischer Sinnerhefe keinerlei Unterschiede 

Die Hexose-di-phosphatlésung war durch Umsetzen des Ca-Salzes mit 
der berechneten Menge eines Gemisches von Na-Oxalat und etwas Oxal 
siiure gewonnen worden. Sie war frei von Ca™’- und Oxalséure, zeigte das 
pu 6,43 und enthielt nach der P-Bestimmung 4,6%, gebundene Hexose 





Ansatz-Nr. : 4 5 6 7 
ccm Na-Hexose-di-phosphat-Lésung . . 20 20 _ 20 
Pp TNE TI SS i 2,7 2,7 2,7 _ 
g Glutathion . . : 0,1 0,1 01 
com 0,5 mol. P hosphatputter Pu i 30 30 30 30 
cem Toluol . ne 5 5 5 5 
le an a a a ee 6,64 6,61 6,66 6,69 
go muEnde. .... 6,36 | 6,40 6,50 6,50 


Gesamtvolumen nee Toluol) s stets 100 cem. 


Die Ansitze standen bei 37° im Brutschrank. Nach 0, 24 und 48 Stunden 
wurden Proben entnommen, in denen Milchsiéiure, Methylglvoxal und 
Rest-hexose bestimmt wurden. 

Die Milchséureanalyse fiihrten wir ebenso wie frither aus: Nach Ent- 
eiweiBung (Schenck) wurde eventuell vorhandenes Methylglyoxal durch 
Fallung mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin beseitigt, das Filtrat wurde mit 
Kupfersulfat- Kalk entzuckert und mit Tierkohle entfairbt. Wir benutzten 
die Fallung des Methylglyoxals zu seiner quantitativen Bestimmung. Zu 
Zuckerbestimmung verwendeten wir 15 ccm des Versuchsansatzes. Die 
Probe wurde 6 Minuten im siedenden Wasserbad gehalten. Vom Filtrat 
wurden 5ccm mit 0,25 g Nierenphosphatase versetzt und mit Wasser auf 
25cem aufgefiillt®. Nach 48 Stunden wurde in 1 cem des De-phosphory- 

- lierungsgemisches der Zucker bestimmt*. Die Ergebnisse sind in Tabelle [1 
wiedergegeben. 
Tabelle II. 





Nach Abzug | der Kontrolle 


Ansatz-Nr.: 4 5 6 7 4 5 


g Hexose im Gesamtansatz. 


0 Std. 1,03 1,00 0,06 1,03 0,97 0,94 
24 0,82 0,83 0,11 1,07 0,71 0,72 
a, 0,72 0,78 0,13 1,04 0,59 0,65 


 Fiir die Ziichtung sind wir Fraulein WV. Reymann zu Dank verpflichtet 

* Die Nierenphosphatase ist von der Aziditét verhaltnismaéBig wenig 
abhangig. Die von diesem Enzym hervorgerufene De-phosphorylierung 
schreitet bei py 6 nicht viel langsamer fort als bei pq 8. — * Die Fehler. 
die durch Glutathion und Methylglyoxal hervorgerufen wurden, erwiesen 
sich als so gering, daB auf die Anbringung von Korrektionen verzichtet 
werden konnte. 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Nach Abzug der Kontrollen 


Ansatz-Nr. : 4 5 6 7 4 5 


mg Milchsiure im Gesamtansatz 


0 Std. 4 5 3 3 —2 —2 
24 , 138 91 24 4 110 63 
48 , 221 83 5 4 212 74 

mg Methylglyoxal-hydrat im Gesamtansatz 

0 Std. 0 0 0 0 0 0 
,! ie 0 31 0 0 0 31 
48 , 0 68 0 0 0 68 


Die Ausbeute an Milchséiure betrigt danach 56°, des umgesetzten 
Zuckers. 

Besonders iibersichtlich gestalten sich die Verhaltnisse nach Ablauf 
der ersten 24 Stunden. Dann werden Zuckerschwund und Bildung von 
Milchséure plus Methylglyoxal angenahert aquivalent (s. Abb. 1). 





ss es 8€3 
| 
































mit ohne 
Glutathion 
EQ Zuckerschwund 


Milchsdurebildung 
Methy/glyoxa/bildung 
Abb. 1. 


Versuch 3. 





Ansatz-Nr. : 8 9 10 It 


cem Na-Hexose-di-phosphat-Lésung (wie in 


a Se 309 20, — 20 
g frische Patzenhoferhefe (untergarig) . . 30 2 2 
I ee Sey Ao ried ci pe te &. ow 1,5 -- 0,1 0,1 
cem 0,5 mol. Phosphatpuffer, px 6,3... 450 30 30 30 
» Geeamtvolumen ......64..2-. 1500 100 100 190 
IS ey Se ee ee 75 5 5 5 


Die Aufarbeitung wurde entsprechend Versuch 2 vorgenommen. Die 


Resultate sind in Tabelle III verzeichnet. 
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Tabelle III. 





Nach Abzug der Kontro!! 


Ansatz-Nr. : ‘ 10 11 8 9 


g Hexose in 100 ccm Ansatz 
0 Std. 0,98 0,05 1,00 0,95 
24 , | 0,83 0,06 1,00 0,75 
% , | 0,80 0,11 0,99 0,48 


mg Milchsaure in 100 ccm Ansatz 
0 Std. 5 24 3 
2S 30 a 2 5 
% , 38 12 3 27 


mg Methylglyoxal-bydrat in 100cem Ansatz 
0 Std. 0 0 0 0 0 
24, 0 44 0 0 0 
% , 34 65 0 0 34 


Hier erreicht die Milchséiureausbeute im Ansatz mit Glutathion 61 | 
des verschwundenen Zuckers. Offenbar wird das Glutathion im Verlaut 
des Versuchs unwirksam; denn nach 96 Stunden tritt auch in Ansatz 8 
Methylglyoxal auf. Auffallig ist der geringe Milchséure-ertrag im Versuchs- 
gemisch ohne Hinzufiigung von Glutathion, der bei Experimenten mit 
Oberhefe viel starker in Erscheinung tritt; anscheinend enthalt Unterhefe 
viel weniger zelleigenes Glutathion als Oberhefe. 

Im Verlauf dieser Serie wurde die in Ansatz 8 gebildete Milchsaure 
isoliert. Nach 96 Stunden wurden 1400 cem des Ansatzes mit 450 cem 
Schenck-Gemisch enteiweiBt, am néachsten Tage filtriert und 1750 ccm 
Filtrat mit 120cem salzsaurer Di-nitrophenylhydrazinlésung (1: 60) ge- 
fallt. Nach halbstiindigem Stehen wurde filtriert; 1750 cem des Filtrats 
wurden mit 160cem 2n NaOH auf py 5 abgestumpft und nach Zusatz 
von 400 cem 6°, iger Kupfersulfatlésung mit 1000 cem 20° iger Kalkmilch 
versetzt. Nach halbstiindigem Stehen wurde filtriert. Das Filtrat wurde 
durch Einleiten von CO, neutralisiert, mit Tierkohle geschiittelt und filtriert. 
Aus 1600 cem dieses Filtrats entsprechend 600 ccm des Uransatzes wurde 
die Milchséure in tiblicher Weise isoliert, wodurch auch die Halogenionen 
hinreichend beseitigt wurden. 

Erhalten wurden 2,54 g¢ lufttrockenes Zinklactat, wahrend nach der 
Titration 2,67 g zu erwarten waren. 

Nach dem Umkristallisieren wurde das Salz durch Aschebestimmunyg 
und Drehung als Zinksalz der d (—)-Milchséure identifiziert. 

0,1190 g Substanz (bei 106° getrocknet) ergaben 0,0403 g ZnO. 

[Zn (C;H;O 3).]. Ber.: 33,43°, ZnO; gef.: 33,.87°, ZnO. 

[x D + 84° 
(x + 0,42°, c= 2,50%, 1 = 2dm). 

Die beschriebenen Versuche sind mit Mitteln der Rockefeller Foundation 

angestellt, der unser aufrichtiger Dank gebiihrt. 





Die Umwandlung des Nicotins beim Reifen der Tabaksamen. 


Von 
G. Ijin. 
(Aus dem Institut der Tabakindustrie zu Krasnodar.) 


(Eingegangen am 25. November 1933.) 


Es erscheint wichtig, die Dynamik der Bildung und Anreicherung 
gewisser Reservestoffe im keimenden Tabaksamen in Verbindung mit 
der Umwandlung des Nicotins zu verfolgen, dessen Ursprung und 
physiologische Funktion bis jetzt unklar geblieben ist, ungeachtet einer 
teihe dieser Frage gewidmeter Forschungen. 


So nimmt A. Pictet (8) (9) an, daB bei der Bildung der Alkaloide die 
Zerfallsprodukte des EiweiBbes den Ausgangspunkt bilden kénnen und 
insbesondere diejenigen, welche in ihrer Struktur den Pyrrolkern enthalten. 
Die spiteren Untersuchungen von A. T'schirch (11) (12) und I. Gadamer (3) 
stehen der erwaihnten Theorie nahe und betrachten die ‘Alkaloide als 
Zwischenprodukte des Prozesses der synthetischen EiweiBbildung, wobei 
der Reaktion des Methylierens und der Bildung der heterocyclischen Kerne 
ein weiter Raum zuerteilt wird. FE. Winterstein u. G. Trier (2) betrachten 
in ihrer Hypothese die Alkaloide als Umwandlungsprodukte der EiweiB- 
stoffe im weiteren Sinne. A. Schmuck (13) halt es fiir wahrscheinlich, daB 
die Alkaloide und damit auch das Nicotin die Stoffe sind, die sich infolge 
des Zerfalls und der Verinderung des Protoplasmas bilden: der EiweiBe, 
der Nucleoproteide usw. 

Allein diese theoretischen Voraussetzungen fanden keine Bestatigung 
in den Versuchen von K,. Mothes (7), welcher behauptet, daB der Eiweib- 
zertall keinen direkten EinfluB weder auf die Bildung, noch die Zerstérung 
des Nicotins ausiibt; es ist auch nirgends ein bestimmtes Zahlenverhaltnis 
zwischen dem sich bildenden EKiweiB und der Nicotinmenge gefunden worden. 

A. I. Smirnow (10) hat festgestellt, daB die Synthese des Nicotins nur 
den jungen Blattern eigen ist, d. h. sein Gehalt steigt in ihnen parallel ihrem 
Wachstum und der Verminderung der Eiweifisynthese, jedoch bleiben 
die zu dieser Synthese dienenden Stickstoffsubstanzen unbekannt. 

Indem wir unseren Forschungen iiber die Frage der Bildung und 
des Zerfalls des Nicotins die vorhandenen theoretischen Voraussetzungen 
zugrunde legten, waren wir bemiiht, das Verhaltnis des Nicotins zu 
den anderen Stickstoffsubstanzen im EntwicklungsprozeB der Tabak- 
pflanzen festzustellen. 

Wir haben zu unseren Untersuchungen die Tabakpflanze von der 
Sorte ,,.Tyk-Kulak** von der Versuchsstation des Instituts genommen. 
Die Pflanzen hatten eine sehr gut entwickelte Blattflache und einen tippigen 
Bliitenstand. Da der ProzeB des Bliihens und der Bildung der Friichte an 
einer und derselben Pflanze der Zeit nach sehr ausgedehnt ist, was die 
verschiedene Reife der Samenkapseln bedingt, so hatten wir die voll- 
kommene Méglichkeit, bei gleichzeitigem: Sammeln der Kapseln des ganzen 





254 G. Ijin: 


Bliitenstandes tiber ein Material in den entsprechenden Reifestadien zu 
verfiigen, d. h. Milech-, Gelb- und Vollreife. 

Die Bliitendolden wurden zwischen 9 und 11 Uhr morgens an einen 
sonnigen, klaren Tag, am 7. September, gesammelt, fiir das vierte Stadium 
am 15. Oktober; alle Kapseln wurden entfernt und nach ihrer aéuBeren 
Gestalt in vier Gruppen sortiert: 1. Samenkapseln, die sich eben erst ge- 
bildet hatten, mit weiBem Samen und durchsichtigem fliissigen Inhalt; 
2. griine Kapseln mit gebrauntem Hautchen und halbfliissigem zaéhen 
Inhalt; 3. braune Kapseln mit schon vollkommen ausgebildetem reifen 
Samen; 4. teilweise schon aufgeplatzte dunkelbraune Kapseln mit voll 
kommen reifem und trockenem Samen. 

Die Friichte muBte man nach dem ZerreiBen der Kapsel zum Trocknen 
der Zimmertemperatur aussetzen, worauf die Samen aus den griinen Kapseln 
leicht befreit und in lufttrockenen Zustand gebracht werden konnten. 
Man mu8 hervorheben, daB beim ZerreiBen der Kapseln ein rasches Braun- 
werden der weiBen Samen des ersten Reifestadiums zu bemerken war. 

Eine Portion der Samen mit griinen Kapseln wurde zum Nachreifen 
zuriickbehalten, um die Umsetzung der Stoffe festzustellen, indem man die 
Moéglichkeit des Riickabflusses der aus den vegetativen Organen ein- 
getretenen Verbindungen, wie auch solcher, die sich wahrend dieses 
Prozesses bilden, ausschloB. 

Die auBerordentlich geringe GréBe der Tabaksamen und der Charakter 
der Frucht selbst machen groBe Schwierigkeiten bei der Feststellung einer 
genaueren und strengeren Grenze zwischen den einzelnen Reifestadien 
und bei der Erforschung der in dem Samen im Laufe dieser oder jener 
Periode vorsichgehenden Veranderungen, da es beinahe unméglich ist, eine 
bestimmte Zahl von ihnen zu nehmen, was eine genauere Kurve der Dynamik 
der einzelnen Stoffe geben wiirde. Im gegebenen Falle waren wir gendtigt, 
unsere Feststellungen an trockenem Material vorzunehmen, welches keine 
konstante Gr6Be darstellt, und ferner einige von ihnen auf 1000 Stiick 
Samen umzurechnen. 

Die Verinderung der trockenen Substanzen tibt auf das absolute 
Gewicht der Samen im bestimmten Reifestadium einen starken Einflul 
aus (Tabelle I). 

Tabelle I. 


Trockengewicht von 1000 Samen. 





Reifestadien: 1 


2 3 4 
Gewicht von 1000 Samen | 
AE is, 6.54) ee a os 0,0252 0,0513 | 00,0663 0,0670 


Diese Angaben veranschaulichen, wie gering das absolute Gewicht 
des Tabaksamens ist und wie der Zutritt der Stoffe und die Synthese der 
Reservestoffe verlaufen. Leider kénnen wir nicht die Dauer einer jeden 
dieser Perioden feststellen, um iiber die Intensitaét des gegebenen Vorganges 
urteilen zu kénnen; doch ist hervorzuheben, daB diese Veranderungen eine 
besondere Intensitét im Anfangsstadium nach der Bildung des Frucht- 
knotens erreichen, wenn, aller Wahrscheinlichkeit nach, die Wirkung der 
Fermente am gr6Bten ist. 


Um eine vollstandige Vorstellung von der Verwandlung der Stick- 
stoffverbindungen zu gewinnen, miissen wir vor allem kurz auf die 
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Veranderungen eingehen, die in den vegetativen Organen der Pflanze 
in dieser Periode vor sich gehen. 


Hierfiir stehen uns auBerordentlich wertvolle Untersuchungen von 


A. JI. Smirnow und seinen Mitarbeitern (10) zur Verfiigung. Die ge- 
samten N-Verbindungen sammeln sich nach dem Auspflanzen der Setz- 
linge vorzugsweise in den Blattern an. Wahrend der Bildung der 


Knospen und sodann der Kapseln vermindert sich ihr Gehalt scharf, 
infolge des Abflusses zu den generativen Organen. Der Zeitpunkt des 
Bliihens und der Beginn der Kapselbildung zeichnet sich durch die 
hdhere Aktivitaét der proteolytischen Fermente aus. Im Stadium der 
Knospenbildung und dem Beginn des Bliihens wird eine betrachtliche 
Zunahme der Aminosaéuren in den Blattern beobachtet, was das Resultat 
des Zerfalls der ReserveeiweiBe mit dem darauffolgenden AbfluB der 
Zerfallsprodukte zu den reproduzierenden Organen ist. 

Der Amidgehalt der Tabakblatter ist im Vergleich zu den Blattern 
anderer Pflanzen nicht besonders groB. Wahrend der Knospenbildung 
steigt die relative Menge der Amide an. Ihre bedeutende Verminderung 
waihrend des Bliihens weist nicht auf den verlangsamten BildungsprozeB 
hin, sondern auf das schnelle Auswandern aus den Blattern. Die Anhéufung 
von Ammoniak geht bis zum Moment der Knospenbildung vor sich; man 
beobachtet seine Abnahme wiahrend des Bliihens und der Kapselbildung. 

Das bestaindig anwachsende Nicotin erreicht sein Maximum im Anfang 
des Blithens; zur Zeit der Kapselbildung fallt sein Quantum bedeutend. 


Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl in der Modifizierung 
von Guning-Altterberg bestimmt, der Eiweifstickstoff nach Barnstein, 
der Ammoniakstickstoff nach Longi, der Amidstickstoff nach Sachsse, 
das Nicotin nach R. Chapin (13). pu wurde elektrometrisch bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle dargelegt. 


Tabelle IT. 
Gehalt an Stickstoffsubstanzen in den Samen nach den Reife- 
stadien im Prozentsatz des Trockengewichtes(l) und des ge- 
samten Stickstoffes (2). 








Reife- Feuchtig- Gesamt- EiweiBbstickstoff Ammoniakstickstoff 
stadien keit stickstotf i det saa) teak” re 
I 9.88 4,49 4,07 90,64 0,053 1,18 
II 8,45 4,38 4,18 95,43 0,021 0,48 
III 8,32 4,39 4,23 96,38 0,012 0.27 
IV 6,77 4,63 4,27 92,22 — 
ife. Amidstickstoff Nicotinstickstoff 
ee le |e 
I 0,032 0,77 0,0178 0,40 0,100 6,69 
II 0,036 0,82 0,0056 0,13 0,032 7,07 
Ill 0,040 0,91 0,0040 0,09 0,023 7,13 
IV 0,036 0,78 - — Spuren 7.43 
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Rechnet man die erhaltenen GréBen dieser Substanzen auf ein 
bestimmte Anzahl von Samen um, so erhalt man folgende in Tabelle IL] 
zusammengestellte Ergebnisse. 


Tabelle LIT. 
Stickstoff in Milligramm in 10000 Samen. 





Reife- Gesamt- Eiweib- Ammoniak- 


stadien stickstotf stickstoff stickstoff Amidstickstoff Nicotin 


I 11,3 10,2 0,13 0,08 0,25 

Il 22.4 21,4 0,10 0.18 0,16 

ll 291 28,0 0,08 0,26 0.15 
IV 31,0 28.6 ie 0,24 a 


Im ersten Reifestadium haben wir das Maximum des relativen 
Gesamtstickstoffgehaltes, in den beiden folgenden sein unbedeutendes 
Fallen und erneuerten Anstieg; dieselbe Erscheinung beobachteten 
wir auch bei unseren friiheren Untersuchungen (4). Somit unterscheidet 
sich in dieser Hinsicht der ProzeB des N-Transportes in die Samen bei 
der Tabakpflanze von anderen Pflanzen. Charakteristisch ist auch 
die bedeutende Stickstoffmenge, und man ersieht, daB die Tabak- 
pflanze eine gréBere Aktivitat beim Befordern der Stickstoffverbindungen 
zu den generativen Organen besitzt. Der absolute Stickstoffgehalt zeigt 
ein schnelles und starkes Anwachsen zum zweiten Stadium, zweimal den 
Gehalt des ersten Stadiums iiberwiegend, wonach ein flieBendes und 
geringes Anwachsen im dritten Stadium folgt: im vierten Stadium 
verandert sich diese GréBe sehr wenig. Alle diese Schwankungen sind 
einerseits durch das Einwandern der stickstofffreien und _ stickstoff- 
enthaltenden Verbindungen aus den vegetativen Teilen und andererseits 
durch die Intensitat der Synthese der Reservesubstanzen bedingt. 


Der Menge nach stehen an erster Stelle die EiweiBsubstanzen, 


welche in diesem Falle infolge der ReserveeiweiBregeneration aus dem 
Plasma entstehen; sie zerfallen unter dem Einflu8 der proteolytischen 
Fermente, und die Produkte der Hydrolyse treten aus den Blattern in 
den sich bildenden Samen ein. Eine groBe Rolle spielen bei diese: 
Erscheinung neben den Aminoséuren selbst auch die Produkte der 
Sekundarbildung, das Asparagin und Glutamin, die hier als Amidstick- 
stoff bestimmt werden. 


Bei sehr geringem Gehalt der relativen Quantitaét an Amidsticksto// 
beobachteten wir keine Veranderungen seiner relativen Menge in den 
verschiedenen Reifestadien der Samen. Die absoluten Quantitaten 
aber zeigen ein allmaihliches Anwachsen zum Ende der Reifeperiode 

Die relative Menge des Ammoniaks fallt vom Anfangsstadium 
der Samenreife bis zum zweiten um die Halfte und mehr als zweima! 
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zum dritten Stadium. Eine ahnliche Verminderung kann man deutlicher 
auch in seinem absoluten Gehalt beobachten. 

Die Entstehung des Ammoniaks in den reifenden Samen wird durch 
eine Abspaltung vom Asparagin bei der Regeneration der EiweiBe und 
durch den Einflu8 aus den vegetativen Organen bedingt, wo er seinerseits 
als Folge des Zerfalles der EiweiBe und der Umwandlung der Nitrate, welche 
in die Pflanze eintreten, erscheint. Gerade in dieser Lebensperiode der 
Pflanze finden wir keine Nitrate, welche gewéhnlich in groBer Quantitit 
vorhanden sind; augenscheinlich werden sie in dieser Periode, in der die 
Pflanze die Stickstoffsubstanzen beschlagnahmt, sofort intensiv ausgenutzt. 

Somit haben wir hier schon eine Sekundarbildung des Ammoniaks, und 
seine Dynamik entspricht vollkommen der beobachteten Anhadufung des 
EiweiBstickstoffes. 

Wir beobachten ein geringes und planmaBiges Anwachsen des 
LiweiBstickstoffgehaltes wihrend des ganzen Reifeprozesses der Samen; 
aber dennoch beobachtet man auch fiir den EiweiBstickstoff, daB seine 
Quantitat im ersten Stadium eine bedeutende ist. Wenn wir die er- 
haltenen Befunde auf den Gehalt des Gesamtstickstoffes beziehen, 
bemerken wir ein allmahliches Wachsen des Eiweifstickstoffes, das 
96,38 % erreicht, d. h. die Verhaltnisse nihern sich den von uns friiher 
beobachteten Fallen (4). 

Beziiglich des Nicotingehaltes der reifenden Samen zeigt die Analyse 
seine gleichmaBige Verminderung wdhrend der ganzen Reifeperiode, 
wobei wir im véllig reifen Samen iiberhaupt kein Nicotin finden. Das 
Destillat blieb lange Zeit nach dem Hinzufiigen von Silicowolframsaure 
véllig klar, oder es entstand spaterhin eine kleine Triibung; deshalb 
haben wir seinen Gehalt als Spur angegeben. Das Ergebnis fiir die 
entsprechenden Stadien entspricht 0,100, 0,032, 0,023 °,; die absolute 
Menge fiir 10000 Samen 0,25, 0,16, 0,15 mg. 


Nach den neusten Befunden von K. Mothes (7) geht keine Ver- 
schiebung des Nicotins in den Organen der Pflanzen vor sich, und es bleibt 
an der Stelle seiner Primarbildung, was auch mit den Versuchen von 
A. I. Smirnow iibereinstimmt (10), denen zufolge die Anhaufung des Nicotins 
in den jungen oberen Blattchen durch den ZufluB der Stickstoffverbindungen 
bedingt ist, welche zu seiner Bildung, aber nicht zur Verschiebung des 
Nicotins von den unteren Blattern dient. Das Erscheinen des Nicotins in 
jungen Samen ist demnach die Folge anderer Vorginge, die in ihnen wahrend 
der Reifezeit vor sich gehen. 

Die Synthese des Nicotins steht in enger Beziehung zum Wachstum 
(K. Mothes); sie ist eine Eigentiimlichkeit des jugendlichen Alters der 
Blatter (Smirnow). Doch vermag K. Mothes (7) im wesentlichen nicht zu 
erklaren, infolge welcher Veraénderungen und chemischer Verwandlungen 
das gegebene Alkaloid erscheint. 


Unsere Daten stehen in vollkommenem Einklang mit den Schliissen 
dieser Autoren, daB der Nicotingehalt ebenfalls den jungen Samen 
eigen ist. 





G. Iljin: 


Es erhebt sich die Frage, welche Ursachen die Verminderung des 
Nicotins auch in den folgenden Reifestadien der Samen_ bedingen ’ 

Einige betrachten die Alkaloide als Abfallprodukte, die gar keine 
weitere physiologische Anwendung finden, womit man nicht einver- 
standen sein kann, zum wenigsten in bezug auf das Nicotin. Im gegebenen 
Falle haben wir die Tatsache des vélligen Verschwindens des Nicotins. 
was auf die direkte Beziehung und seine Anteilnahme an den weiteren 
Prozessen der Stoffverwandlung hinweist. 

Der Zerfall des Nicotins wird auch an den lebenden Blattern und 
waihrend der primiren Bearbeitung beobachtet; besonders intensiy 
tritt er auf in den Keimen bei Ausschlu8 der synthetischen Prozesse (6): 
es ist festgestellt, daB dieser ProzeB dem der Fermentation entspricht 
und daB unter den Zerfallsprodukten sich Ammoniak befindet. 

Es bleibt dahingestellt, auf welchem Wege der Zerfall des Nicotins 
in den reifenden Samen vor sich geht, ob man dabei eine hetero- 
cyclische Verbindung erhalt oder ob die Zerstérung, wie bei der Oxydierung 
der Aminoséuren, bis zam Ammoniak geht. 

Die Anwesenheit von basischen Stoffen erklart uns die Ver- 
anderungen des py des Zelleninhaltes, welches zum SchluB der Samen- 
reife deutlich alkalisch wird und fiir die entsprechenden Reifestadien 
folgende px-Reihe ergibt: 6,69, 7,07, 7,13, 7,43. Die Tatsache des An- 
wachsens des pa beim Reifen der Samen und eines bedeutenden 
Sinkens beim Keimen der Samen (1) lenkt die Aufmerksamkeit auf sich; 
auBerdem haben wir eine verstairkte Alkalisation des Milieus in den 
anaesthesierten Keimen vermerkt. Und gerade in allen diesen Fallen 
haben wir eine Ubereinstimmung mit der Dynamik der Nicotinumsetzung ; 
seine Ansammlung ist mit der Ansduerung der Reaktion des Milieus 
und sein Zerfall mit der Alkalisierung des letzteren verbunden. 

Zur Vervollstandigung seien die Resultate iiber das Nachreifen 
der Samen in den Kapseln angefiihrt. Gleichzeitig abgenommene 
Samenkapseln wurden in einem Zimmer untergebracht, in dem die 
Temperatur sich auf 20° hielt und kein direktes Sonnenlicht war. Zum 
Ende des Versuchs wurden die Samen braunlich, ein Schimmeln der 
Kapseln war nicht bemerkbar. 


Tabelle IV. 


Gehalt der Stickstoffsubstanzenindenin Kapseln nachreifenden 
Samen in Prozenten. 





Feuchtigkeit Gesamtstickstoff Eiweifstickstoff Nicotin 
9,34 4,90 4,34 0,028 


Wenn wir diese Ziffern denen des ersten Reifestadiums des 
Ausgangsmaterials (Tabelle II) gegeniiberstellen, kommen wir zu 
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dem SchluB, daB der Gesamtstickstoff sich um 0,41 °, vergréBert, aber 
der EiweiBstickstoff um 0,27, d.h. wir haben den Hinweis auf einen 
bedeutenden ZufluB des Stoffes aus der Frucht in den Samen; das 
Quantum des Nicotins aber war bis zu der im dritten Reifestadium 
erhaltenen GréBe gefallen. Auf diese Weise beobachten wir auch hier 
bei AusschluB der AbfluBmoéglichkeit der Stoffe eine Abnahme des 
Nicotingehaltes. 

Hiermit driicke ich meine tiefgefiihlte Dankbarkeit Herrn Professor 
A. Schmuck aus, unter dessen Leitung ich vorliegende Arbeit ausgefiihrt habe. 


Zusammenfassung. 


1. Im Proze8 der Samenbildung wird eine bedeutende Bildung von 
KiweiBstoffen beobachtet, deren Gehalt sich in den aufeinanderfolgenden 
Stadien erhéht: dabei wird eine regelmaBige Abnahme des Ammoniak- 
stickstoffs konstatiert. 

2. Das Nicotin bildet sich erst im ersten Reifestadium, wo seine 
Menge ein Maximum erreicht; dann tritt ein schroffes Fallen ein, und 
bis zur endgiltigen Samenreife verschwindet das Nicotin. Der Zerfall 


des Nicotins ist mit der Regeneration der ReserveeiweiBstoffe verbunden. 


3. pu steigt mit dem Fortschreiten des Reifeprozesses infolge der 
Bildung der Stickstoffbasen. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber die Lichtabsorption des 
Himatoprosthetins, seiner reduzierten Form, € 0-Verbindung 
und seines Ammoniakhimochromogens. 


Von 
Alfred Herzog. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitit 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1933.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Das Hamochromogen, das friiher als die reduzierte eisenhaltige 
Komponente des Blutfarbstoffs aufgefaBt wurde, ist nun nach Anson 
und Mirsky als eine Verbindung der reduzierten, eisenhaltigen Kom 
ponente mit einer N-haltigen Base zu betrachten!. Uber die Licht- 
absorption der reduzierten cisenhaltigen Komponente selbst aber ist 
bisher noch nichts bekannt geworden. Die vorliegende Mitteilung 
befaBt sich mit den Lichtabsorptionen des Hdmatoprosthetins?, des 
CO-Hdmatoprosthetins, des Hamatoprosthetin-Ammoniakhdmochromogens, 
,und es ist auch gelungen, die des reduzierten Hdmatoprosthetins fest- 


zuhalten. 
Methodik und Beschreibung der Lésungen. 


Die zur spektrophotometrischen Untersuchung bestimmten Lésungen 
wurden, wie folgt, dargestellt : 

a) Lésung des Hdmatoprosthetins: Von den analysierten Praparaten, 
die bei 100° C im Vakuum getrocknet worden waren, wurden genau gewogene 
Mengen (6 bis 10 mg) vorsichtig mit einem Glasstab auf einem Uhrglaschen 

_feinst pulverisiert, mit destilliertem Wasser aufgeschwemmt, in einen 
50-cem-MeB8kolben iibertragen, einige Minuten kraftig geschiittelt, 25 Tropten 
einer 5° igen Sodalésung zugesetzt und unter wiederholtem Schiitteln 
stehengelassen, wobei dann, wenn sich schon der gréBte Teil gelést hat 
und ein Schiitteln nicht mehr n6tig war, bis zur Marke aufgefiillt wurde 
In dieser etwa U,1 bis 0,15 ° igen sodaalkalischen Lésung ging das Hamato 
prosthetin bei drei- bis vierstiundigem Stehen in Lésung. 

b) Lésung des reduzierten Hadmatoprosthetins: Der, wie unter a) be 
schrieben, dargestellten Lésung von Haématoprosthetin wurde in der zu! 
spektrophotometrischen Untersuchung dienenden Kiivette ein wenig 
Natriumhydrosulfit zugesetzt, die Kiivette sofort verschlossen und einigema! 
umgeschwenkt, damit sich das zugesetzte, in Lésung gegangene Reduktions- 
mittel verteilt. Hierbei tritt ein Farbenumschlag von rot in rotviolett ein 
(Bemerkt sei, daB man nicht zuviel Reduktionsmittel zugeben darf, da sonst 
durch das Auftreten saurer Produkte der Farbstoff zum Ausfallen gebrachit 
wird.) 


1 Anson u. Mirsky, J. of Physiol. 12, 273, 1929. — * A. Herzog, diese 


Zeitschr. 264, 415, 1933. 
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ce) Lésung von CO-Hdmatoprosthetin: Die, wie unter a) beschrieben, 
dargestellte Hamatoprosthetinlésung wurde ebenfalls in der zur spektro- 
photometrischen Untersuchung dienenden Kiivette mit Natriumhydro- 
sulfit reduziert. CQO-Gas eingeleitet und die Kiivette hieraut sofort ver- 
<chlossen. (Das CO-Gas gewann ich durch Einfiihren von konz. Ameisen- 
siure in konz. Schwefelséiure. Es wurde vor Einleiten in die reduzierte 
Farbstofflésung in einer Waschflasche mit 5°,iger NaOH gewaschen.) 

d) Lésung von Hdmatoprosthetin-Ammoniakhdmochromogen: Pulveri- 
siertes Hamatoprosthetin wurde in destilliertem Wasser aufgeschwemmt, 
in einen 50-cem-MeBkolben iibertragen, 10 cem konz. wisseriges Ammoniak 
und destilliertes Wasser bis zur Marke zugegeben. Der LésungsprozeB war 
sehr rasch beendet. Mit dieser Lésung wurde eine Kiivette gefiillt, die 
Lésung dort mit Natriumhydrosulfit reduziert, die Kiivette verschlossen 
und untersucht. [Im Gegensatz zu den Losungen unter a) bis ¢). die 
klar waren, konnte ich hier nach Reduktion das Ausfallen kleinster 
Partikelchen in allerdings geringer Menge auch bei noch so vorsichtigem 
Zusatz von Reduktionsmitteln nicht vermeiden. Ich glaube aber, diesen 
Fehler vernachlassigen zu ditirfen, da die Untersuchungen in geringer 
Schichtdicke ausgefiihrt, die ausgefallenen Partikelchen aut die GefaBwand 
sedimentiert waren und es bei meinen Untersuchungen vorwiegend aut die 
qualitativen Unterschiede in der Lichtabsorption der einzelnen Formen 
von Hamatoprosthetin ankam. | 


Die Hdmatoprosthetinlbsung war dunkelrot gefarbt und zeigte 
spektroskopisch den tiblichen Haminstreifen im Rot und die zunehmende 
Absorption im Blau. Die Lésung reduzierten Hamatoprosthetins zeigte 


rotviolette Farbe und im Spektroskop einen Streifen, der sich vom 
Gelb ins Grin erstreckt und bei diinner Schicht oder geringer Kon- 
zentration in der Mitte eine geringe Aufhellung aufweist. Die CO- 
Hamatoprosthetinlbsung aihnelte in der Farbe dem COHb und ergab 
bei spektroskopischer Untersuchung wie letzteres ebenfalls zwei Streifen, 


doch erschien hier die Absorption beider Streifen nicht gleich, sondern 
die «des rotwarts gelegenen x-Streifens deutlich starker als die des 
blauwarts gelegenen /-Streifens. Die Hdamatoprosthetin-Ammoniak- 
himochromogenlosung wies die bei Haimochromogenen iibliche Farbe 
und spektroskopisch auch das fiir diese Verbindungen charakteristische 
Spektrum auf. 


Die spektrophotometrischen Untersuchungen fiihrte ich an einem 
nach Martens und Griinbaum modifizierten Aénigschen Spektrophotometer 
aus, wobei der Objektivspalt auf 0,1 mm Breite eingestellt war und der 
Okularspalt jeweils ein Spektralbereich umfabte. dessen Breite im Rot 
etwa l5my,. im Blau 5my betrug. Als Lichtquelle diente eine Metall- 
fadengliihlampe. 

Da die Lésungen von reduziertem Hamatoprosthetin, CO-Hamato- 
prosthetin und Hamatoprosthetin-Ammoniakhaémochromogen starke Ab- 
sorptionen aufweisen, war es not wendig, bei den Untersuchungen die Schicht- 
dicke zu wechseln. Da nun die genannten Lésungen an. der Luft nicht 
haltbar waren und sich rasch oxydierten, muBte ich aus einer Hamato- 
prosthetinlésung jeweils beim Wechseln der Schichtdicke die betreffende 
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Farbstofform frisch herstellen. Hierin ist auch der Grund dafiir zu er- 
blicken, daB die Werte der Parallell6sungen beim Hamatoprosthetin viel 
besser tibereinstimmen als bei den anderen untersuchten Lésungen, zu 
deren Darstellung reduziert werden muSte. Die Unterschiede liegen aber 
in brauchbaren Grenzen. 

Versuchsergebnisse. 

Die auf spezifische Extinktionskoeffizienten umgerechneten Ver- 
suchsergebnisse je zweier Lésungen der einzelnen Versuchsgattungen 
habe ich in der Tabelle wiedergegeben und zwecks eindrucksvollerer 
Vergleichsméglichkeit deren Mittelwerte in ein Ordinatensystem ein- 
getragen und so die Lichtabsorptionen der untersuchten Hamato- 
prosthetinmodifikationen zur graphischen Darstellung gebracht. 


25, 
Jo 





| | | 
| 1 

| | | 
-——_+—_——_+—__+—_—_+-— He om 
sreerees Harmatoprostherin : | 
—— feduziertes Mimatoprosthetin 
——— (0-Hamotoprosthetin 
—-— Himatoprosthetin-Ammom 
= Namochromogen : 

! { | 


nN 


Ss 


s 





8 


: 
& 
N 
& 
§ 
g 
S 
RS 
BS 
re 
g 
S 
& 
S 
x 
) 


& 








570 ‘580 
<A in mu 
Abb. 1 


Wie aus den Untersuchungen hervorgeht, zeigt das Hamatoprosthetin 
ein ahnliches Spektrum wie die alkalischen Haminlésungen, und zwar 
ein Maximum bei etwa 608 mu und ein .,Minimum*™ bei etwa 566 mu. 
Das reduzierte Hdmatoprosthetin besitzt einen Absorptionsstreifen, der 
gegeniiber jenem des Himatoprosthetins nach Violett verschoben und 
an seiner héchsten Erhebung in Ubereinstimmung mit seiner spektro- 
skopischen Erscheinung deutlich zwei durch ein flaches ,,.Minimum* 
getrennte Gipfel zeigt. Die beiden Erhebungen liegen bei 573 und 562 my, 
wobei die rotwarts gelegene in geringem Grade héhere Werte zeigt, und 
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die Einsenkung bei 566 mu. Die Kurve des CO Hamatoprosthetins zeigi 
je ein Maximum bei 560 und 530 muy, und ein ,,.Minimum™ bei 543 my. 
Am COHb wurden am gleichen Apparat die Maxima bei 566 und 537 mu. 
und das ,,Minimum™ bei 551 mu gefunden'. AuBer der geringeren 
Absorption des #-Streifens gegenitiber dem x-Streifen ergibt sich demnach 
auch in der Lage der Streifen gegeniiber dem COHb ein Unterschied 
insofern, als die Streifen des CO-Hamatoprosthetins gegeniiber letzterem 
um etwa 6 my violettwarts verschoben sind. Dieser Befund entspricht 
auch den anderen Modifikationen der prosthetischen Gruppe, die wie 
Hamatoprosthetin in alkalischer Lésung und reduziertes Hamato- 
prosthetin gegeniiber den diesen entsprechenden Modifikationen des 
Hamoglobins in ihrer Lichtabsorption ebenfalls abweichen. Die Maxima 
des Hdmatoprosthetin-Ammoniakhdmochromogens liegen bei 553 und 
524 my und das ,,.Minimum*™ bei 5386 mu. Am von Hamin ausgehenden 
Ammoniakhimochromogen fand A. Dénes bei Versuchen, deren Ver- 
offentlichung folgt, die gleiche Lage der Maxima und des ,,Minimums™. 


Zusammenfassung. 


1. Die Lichtabsorptionen des Hamatoprosthetins und des Hiimato- 
prosthetin-Ammoniakhémochromogens entsprechen in ihrem Verlauf 
den analogen Modifikationen des Hamins. 

2. Das reduzierte Hamatoprosthetin besitzt nur einen Licht- 


absorptionsstreifen, der in der Gegend seiner héchsten Erhebung zwei 
flache Gipfel aufweist. 


3. Die Lichtabsorption des CO-Hamatoprosthetins weicht von der 
des COHb in bezug auf Lage und Verlauf der Kurve ab. 


' V. Sebesta bzw. V. Sebesta u. A. Herzog, diese Zeitschr. 260, 187, 1933; 
267, 157, 1933. 
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Uber den Einflub parenteraler Zufuhr yon Aminosiuren, 
Kochsalz und Traubenzucker auf die Lage der Harnquotienten. 
Von 
Arnold Roehder. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1933.) 


In einer Reihe experimenteller Untersuchungen ist in dem hiesigen 


Bickelschen Laboratorium in den letzten Jahren der Einflu8 peroraler 
Aminoséurezufuhr auf die Lage der Harnquotienten C: N, Vakat-O: N. 
Vakat-O:C verfolgt worden [Bickel und Remesow (1), 7’. Osuka (2), 
Kanai (3), Speer (4)]. 

Es ergab sich, da Aminosiuregemische, d. h. gereinigte und ungereinigte 
Hydrolysate von vegetabilischem oder tierischem Eiwei®B in der Regel zu 
einer Erhéhung der Harnquotienten fiihren, wenn durch sie in bezug auf N 
aiquimolekulare Mengen des NahrungseiweiBes ersetzt werden. Die gleiche 
Wirkung haben einzelne Aminosiuren sowie aus einzelnen Aminoséuren 
hergestellte Gemische. Um diesen Effekt zu erzielen, ist es notwendig. 
eine bestimmte, nicht zu niedrige Dosierung der Aminosauregabe einzu- 
halten. Ausnahmsweise wird die Quotienterhéhung vermiBt, es sinken die 
Quotienten. 

Der Grund fiir die Quotientsteigerung ist primo loco eine Vermehrung 
des C oder Vakat-O, also der dysoxydablen Substanz, im Harn, wahrend 
die Quotientsenkung auf einer Vermehrung von C, Vakat-O und N mit 
iiberwiegender Zunahme des Stickstoffs beruht (Aana?). 

In allen diesen Versuchen wurden die Aminosauren langere Zeit und 
zwar peroral verabfolgt. Da der Gedanke nahelag, daB angesichts des 
bisherigen wechselnden Versuchsausfalles das Prinzipielle der Quotient- 
inderung um so deutlicher hervortreten miisse, je starker und je 
plétzlicher der lebende Kérper unter die Einwirkung der Aminosaduren 
gesetzt wird, wurde als Einverleibungsmodus der der einmaligen sub- 
cutanen Injektion einer gréBeren Dosis von Aminoséuren gewahilt. 
Hierdurch fiel gleichzeitig jener Faktor fort, der sich in Kanais Ver- 
suchen so storend bemerkbar gemacht hatte, daB namlich die Versuchs- 
tiere bei Ersatz des peroral zugefiihrten NahrungseiweiBes durch einzelne 
Aminoséuren infolge eingeschrankter Nahrungsaufnahme stark an 
Gewicht verloren, denn meine Versuchstiere hielten ihr Gewicht 
konstant. 


Ich benutzte in diesen Versuchen ebenso das gereinigte, durch 
Hydrolyse gewonnene Aminoséuregemisch, das schon friiher auch 
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Osuka in einigen seiner Experimente verwandt hatte, als auch rein 
Glutaminsaure. 

Nun setzt die einmalige parenterale Injektion einer Aminosii: 
abgesehen von der damit verbundenen Substanzzufuhr zum Koérpe: 
d.h. der spezifischen Wirkung, vielleicht auch einen allgemeinen un 
spezifischen Reiz. So lag die Méglichkeit vor, daB nach Aminosiur 
injektion etwa auftretende Harnquotientanderungen nicht so sehr aut 
einer spezifischen Aminoséurewirkung, sondern der unspezifischen 
Reizwirkung beruhten. 

Um diese Frage zu klaren, wurden Versuche mit subcutane: 
Injektion einer hinlanglich konzentrierten Kochsalzlésung und ebenfal|. 
mit Traubenzuckerlésung gemacht, und zwar tunlichst an denselben 
Versuchstieren, die zu anderer Zeit Aminosdureinjektionen erhalte: 
hatten und erhielten. Es ergab sich, daB Traubenzuckerinjektion di: 
Quotienten unverandert laBt, Kochsalzinjektion aber Veranderunge: 
hervorruft, die jedoch von den nach Aminosaurezufuhr auftretende: 
Anderungen unterschieden sind und, wie noch spiter zu erlautern sein 
wird, zum Teil als spezifische Salzwirkungen zu deuten sind, so dai 
die nach subcutaner Aminosaduregabe eintretende Quotientanderung 
als fiir diese Substanzen spezifisch anzusehen sein diirfte. SchlieBlich 
wurde noch verfolgt, wie an aufeinanderfolgenden Tagen bei ein und 
demselben Versuchstier wiederholte Injektionen wirken, ob etwa 
durch Gewohnung des Kérpers an den Eingriff die Reaktion modifiziert 
werden kénnte. 

Versuchsverlauf. 

Die Harnquotienten zeigten konstante Unterschiede nach Zufulhi 
von Glutaminséure und dem Aminosaéuregemisch. Im ersteren Fall: 
(Glutaminsaéure) stiegen die Quotienten stark an, vor allem durch 
‘eine Erhéhung der Werte fiir C und Vakat-O. Wenn eine N-Erhéhung 
eintrat, war sie unwesentlich; ausnahmsweise konnte N auch sinken 
Nach der Zufuhr von Aminoséuregemisch stiegen gleichfalls die ab- 
soluten Werte fiir C und Vakat-O, dabei aber auch in gr6Berem Umfany 
die Stickstoffausscheidung im Harn, so daB sowohl C:N als auch 
Vakat-O: N nur unwesentlich stiegen. 

Fast dasselbe Ergebnis findet sich in Kanais Glykokoll- und Case 
fiitterungsversuchen, in denen eine starke Erhéhung der Stickstoffaussche 
dung sogar zu einer Senkung des Quotienten (:N fiihrte. Auch 
Krzywanek (5) hatte schon friither bei seinen Versuchstieren Steigerung de 
N-Ausscheidung im Harn nach subcutanen Aminosaéureinjektionen beo! 
achtet. 


Zur weiteren Klarung dieser Verhaltnisse ist es vor allem erforder- 
lich festzustellen, ob die N-Vermehrung im Harn von der Art der zu- 
gefiihrten Aminoséure oder dem Einverleibungsmodus (enteral ode 
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parenteral) abhangt. Fiir eine Deutung im letzteren Sinne kénnten 
einige von Abderhalden (6) (7) angestellte Versuche sprechen, in denen 
sich zeigte, daB beim Kaninchen nach subcutaner Glykokollinjektion 
der Stickstoff im K6érper retiniert wurde, der N-Gehalt des Harns also 
iicht anstieg, wahrend perorale Gabe derselben Aminosaure von einem 
Anstieg des Stickstoffs im Harn gefolgt war. Die erwihnten Versuche 
von Kanai, bei denen die Harn-N-Vermehrung so stark war, daB sogar 
(Juotientsenkung zustande kam, wurden ebenfalls mit Glykokoll wie 
auch mit Glyeylglycin gemacht. Erklart sich vielleicht der Unterschied 
zwischen den Salzen der parenteralen Zufuhr von Aminoséuregemisch 
und Glutaminséure in meinen Versuchen dadurch, daB das Gemisch 
an solchen Aminosauren reich ist, die bei parenteraler Zufuhr zu ver- 
mehrter N-Ausscheidung im Harn fiihren ? 

Die nach subcutanen Kochsalzgaben auftretenden Quotientanderungen 
sind durch eine Steigerung aller Quotienten, am meisten von Vakat-O: N, 
am wenigsten von (: N bei Senkung der absoluten N-Werte charakterisiert. 
Es bestand eine im Vergleich zu den Glutaminséure- und Aminosaure- 
gemischversuchen geringe dysoxydative Carbonurie. Da8 diese aber anderer 
Natur sein mu als die durch Ejiweifbruchstiicke hervorgerufene, geht 
daraus hervor, da die absoluten Werte fiir C und Vakat-O in ihrem Ver- 
halten keine RegelmaBigkeit aufwiesen, wahrend in den Versuchsreihen 
mit Aminosdéuren die Werte fiir Vakat-O und C stets stark stiegen. Ja, 
es konnte sogar in den Kochsalzversuchen C und Vakat-O abnehmen. 

Anderungen der Oxydationslage des Organismus durch NaCl-Zufuhr 
ist schon 6fter Gegenstand wissenschaftlicher Forschung gewesen. Ich 
verweise auf das Referat von Grafe (8). Aus den zum Teil widersprechenden 
Angaben geht hervor., daB nach der Gabe geringer Salzmengen Steigerung 
der am Grundumsatz gemessenen Verbrennungen eintritt, wahrend gréBere 
Gaben Einschrankung des Grundumsatzes bewirken. Um letztere Wirkung. 
allerdings nur geringen Grades, diirfte es sich auch in meinen Versuchen 
handeln. 

Versuchsergebnisse. 

1. Die einmalige subcutane Injektion eines vornehmlich aus vegeta- 
bilischem EiweiB durch Hydrolyse gewonnenen Aminosauregemisches, 
sowie auch von reiner Glutaminsaure ruft bei mannlichen weiBen Ratten 
am Tage der Injektion eine starke Steigerung der Harnquotienten C : N, 
Vakat-O: N, Vakat-O:C hervor. 

2. Bei taglich wiederholter subcutaner Injektion der gleichen 
Substanzen nimmt die initiale Harnquotienterhéhung in mehr oder 
weniger stark ausgepragtem Umfang unter Schwankungen wieder ab. 


3. Einmalige subcutane Injektion einer 15° igen NaCl-Lésung 
fiihrt bei mannlichen weiBen Ratten am Injektionstage zu einem bald 
kleineren, bald gréBeren Anstieg der Harnquotienten, der aber auch in 
letzterem Falle das geringste MaB von der durch Aminosaureinjektion 
erzielten Harnquotienterhéhung nicht wbersteigt. 
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4. Kinmalige subecutane Injektion einer 7- bis 16°,igen Trauben.- 
zuckerlésung ist ohne Einflu8 auf die Lage der Harnquotienten. 


5. Nach alledem machen es meine Versuche wahrscheinlich, da 
die die Harnquotienten steigernde Wirkung der Aminosauren eine 
spezifische Wirkung dieser Substanzen ist. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche wurden ausgefiihrt an in Einzelkatigen gehaltenen, 
nahezu ausgewachsenen weiben minnlichen Ratten mit einem Korper 
gewicht zwischen 170 und 265g. Die im UberschuB gegebene Nahrung 
bestand aus 9g Semmelmehl, 4,5 g Butter, 0,75 g Zucker, 45 cem Wasse1 
pro Tag; sie wurde wahrend der ganzen Versuchszeit unverandert bei 
behalten und in nur in geringem Grade schwankender Menge gefresse 
So traten keinerlei das physiologische Ma8_ iibersteigenden Gewichts 
schwankungen auf. 

In dem 24stiindlich gesammelten filtrierten Harn wurden bestimmt 
N nach Kjeldahl mit der Halbmikromethode, C nach der von Osuka (4 
modifizierten Methode der nassen Oxydation von Nicloux, Vakat-O nac| 
der von Kanitz (10) umgestalteten Wiillerschen Methode. Die Harne wurden 
fortlaufend auf EiweiB- und Zuckerfreiheit kontrolliert und waren auc! 
nach Traubenzuckerinjektion stets zuckerfrei. 

Hierauf wurden die Harnquotienten C:N, O:N, O:C_ berechnet 
Bei dieser Berechnung wurden nur die drei ersten Dezimalstellen der Werte 
fiir N, C, und Vakat-O beriicksichtigt. Nachdem in fiinf- bis siebentagige: 
Vorperioden die physiologischen Schwankungen der Harnquotienten ermittelt 
waren, fanden die Injektionen von je 2 cem einer wasserigen Lésung der zu 
injizierenden Substanz statt. Bei den Versuchen mit Glutaminsaéure wurden 
tog Vol.-°4 = 1,47 g mit 1,2 cem einer 33!/,° igen Kalilauge zusammen 
gebracht, teils zur Neutralisation, teils zur besseren Léslichkeit. Dieses Ce 
misch wurde mit Wasser bis auf 4 ccm aufgefiillt und unter maBigem FE: 
warmen und Schiitteln vollends gelést. Von der klaren Lésung erhielt in 
Parallelversuchen jede Ratte subcutan 2 ccm, verteilt auf zwei verschieden: 
Hautstellen, so daB also jedem Tier bei jedem Versuch 0.735 g Glutaminséure 
einverleibt wurden. An Allgemeinwirkungen zeigte sich konstant eine ein 
malige starke Senkung der Harnmenge und manchmal eine, aber stets 
vortibergehende, Einschrinkung der Nahrungsaufnahme. Als Lokalerschei 
nungen traten regelmaBig nach mehr oder weniger langer Zeit an den 
Injektionsstellen Nekrosen auf, die aber ohne Einflu8 auf die Lage de! 
Harnquotienten blieben. Wegen der Nekrosegefanr konnten die Versuch: 
mit taglicher subcutaner Injektion der Aminosduren nicht iiber 6 Tag 
ausgedehnt werden. 

Zur Kochsalzinjektion wurde ebenfalls eine '/,9 Vol.-°,, = 0,59 g ent 
haltende Lésung verwandt, auf wieder 4ccm mit Wasser aufgefiillt und 
jedem Tier hiervon 2 cem = 0,295 g Kochsalz zugefiihrt. 

Die Traubenzuckerinjektionen wurden mit in 2cem 0,15 bis 0.3 ¢ 
Substanz enthaltenden Lésungen gemacht. 

Von dem injizierten Aminosaéuregemisch wurden entsprechend de! 
vorher benutzten Glutaminséuremenge 1,47 g wie dort gelést und jeden 
Tier 2cem = 0,735 g Aminoséuregemisch bei jedem Versuch enthaltend 
einverleibt. 

Auch nach den NaCl-Injektionen traten Nekrosen auf, sie bliebe: 
aber nach Traubenzuckereinverleibung aus. 
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Nr der 


Versuchs- 


10 


gewicht 


181 
1S5 
180 
189 
LSO 
180 


ing 


1 


10 


2 


5 


0,0868 0.1751 0,0964 
0,0789 0.1578 0,0811 
0.1680 0.3560 0,1028 
0 | 0,1190 0.2730 0,0850 
0.1190 0.2360 0,1080 
1 | 0.1239 0,1790 0.1134 


Bemerkungen 


0,906 1.822 2.011 | Mittelwerte der 
0,975 1,950 2,000 | = je 
1,631 3,456 2,119 

1,400 3,211 2,294 
1,101 2,185 1,983 
1,097 1,584 1,443 


2cem Glutamin- 
saure 


Physiologische Schwankungen der Quotienten in der Vorperiode aus 
wei aufeinanderfolgenden Periodenabschnitten berechnet : 


C:N 


Ratte Nr. 


0,069, Vakat-O:N 


0,128. 


» 





Nr. der 
Versuchs- 


tage 1933 


i 
| | 
1S) w 


8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 


ing 


Korper- 
gewicht 


177 


Physiol 


me 
aie 
Ses 


46 
52 
48 
48 
46 
38 


Harnmenge 


~I 


16 
11 
18 


13,5 


9 
25 


20 


»gische Se 


5 


in cem 


Harn-€ 


w 


0,0963 0.2314 0.0989 
0,0852 0.1980 0.0909 
0,0938 0.1813 0,0590 
0.1470 0.3119 0,1532 
0,1243 0.2684 0.1170 
0,1782 0.3096 0.1494 
0.1215 0.3645 0.1296 
0.0936 0.3312 0.0927 
0.1100 0.2050 0.1200 
0.0880 0.1690 0.0900 


or 


C:N 


0,025, 


Ratte Nr. 


Bemerkungen 


0.969 2.333 2.406 | 
0,944 2,200 2,329 | 
1,593 3.067 1.925 
0,960 2,039 2.122 
1,059 2,299 2.161 
1,194'2.073 1,735 
0,937 2,821 3.008 
1,010 3,597 3,591 
0.916 1,708 1,863 
0.978 1,777 1,818 


Mittelwerte der 
Vorperiode 


| 2e¢em Glutamitu- 
sure. 


bwankung berechnet wie oben: 
Vakat-O:N 


0,133. 
3. 





gewicht 


198 
197 
202 
198 
200 
196 
196 
194 
196 
197 
199 
197 


43 


35 
45 
42 
42 


34 ‘ ~ 


11 
14 


0,0889 0.1515 0,0897 
0,0852 0.1459 0.0914 
0.1224 0.3043 0.0977 


0,1032 0,1720 0,1140 
0,0795 0,1411 90,0840 
0,0840 0.1480 0,9960 
0,1043 0,2723 0,0941 


0.1008 0,1764.0,1134 
0.0705 0.1620 0.0870 
0.0756 0,1358 0.0784 
0,0627 0,1287 0,0561 
0,0854 0.1386 0.0952 


Bemerkungen 


}.988 1.696 1.715 | 
0,942 1,593 1,705 | 
1,257 3,134 2,491 
0,903 1,508 1.669 
0,940 1,678 1,784 
0,875 1,541 1,761 
1.106 2.893 2.615 
0,884 1,557 1,760 
0,804 1,862 2,254 
0,961 1,730 1,800 
1.107 2,285 2.064 
0,894 1,452 1,623 


Vorperiode 


2 cem Glutamin- 
saure. 


2cem Glutamin- 
siure. 


2ecem Natl. 


Physiologische Schwankung wie oben berechnet : 


Cin 0,046, 


Vakat-O:N 


0,103. 
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Ratte Nr. 4. 





Bemerkungen 


Korper- 
gewicht 
ing 
Verzehrtes 
Futter in g 
Harnmenge 
in ccm 


0,1034 0,1843 0,1079 0,962 1,713 1,786 | 
0,0966 0,1777,0,1013 0,950 1,752 1,843. | 
0,0917 0,2373 0,0616 1,491 3,885 2,604), 2 cem Glutamin- 
0,1392 0,2465'0,1508 0,926 1,640 1,769 ee 
0,0940 0,1680 0,0980 0,959 1,715 1,787 

196 0,0950 0,1750.0,1050 0,904 1,666 1,842 

195 0,1420 0,2710 0,0800 1,775 3,387 1,908 2ecem Glutamin 

196 34 20 | 0,0880.0,1720 0.1080 0,814 1,592 1,954 clan 

194. 43 24 | 0,0910.0,1800.0,1008 0,910 1,800 1,978 

197 52 20 | 0,0760.0,1460.0,0860 0,883 1,697 1,920 

198 19  0,0874 0,1938 0,08386 1,048 2,325 2,218 2cem NaCl 

198 19 0,0798 0.1311 0,0855 0,929 1,541 1,658 

196 20 | 0,0760.0,1480 0.0860 0,888 1,720 1,947 

195 47 18  0,0648 0,1296 .0,0792 0,810 1,632 2,015 

195 21 0,0756 0.1533 0,0819 0,925 1,888 2,040 

196 18 | 0,0810 0.1584 0,0882 0,920 1,795 1,950 

196 24 = 0,1104.0,1824.0,1176 0,939 1,555 1,654 

195 52 16 — 0,0784.0,1488 0,0896 0,876 1,662 1,897 

196 18.5 60,0740 0,1730 0,0726 1,027 2,402 2,337 2cem NaCl, 
Physiologische Schwankung der Vorperiode, begechnet wie oben: 
C:N 0,012, O:N 0,039. 


Ratte Nr. 5. 


203 
202 
204 
200 
201 


Vorperiode. 


bo bo 
—~l i bo 


— DO DO bo 
= © 


oc 





Bemerkungen 


ing 


Versuchs- 

tage 1933 
Korper- 
gewicht 

Verzehrtes 
in ecm 


Nr. der 
Futter in g 


Harnmenge 


2 0.0913 0.1744 0.1106 0,827 1,581 1,912 Vorperiode. 
0,1326 0,2366 0.1352 0,9771,748 1,787 2 ccm Aminosiur 
0.0960 0.1952 0.1088 0,888 1,805 2,031 gemisch. 
0.0780 0.1400 0,0840. 0,928 1,666 1,794 
0,0989 0.1748 0,1035 0,931 1,689 1,775 
0,0918 0,1836 0.0954 0.957 1,926 2,010 
0,0598 90,1170 0,0741 0,797 1,581 1,999 
0,0736 0.1456 0.0848 0,869 1,726 1,986 
0.0846 0.1656 0,9972 0,865 1,701 1,964 
0.1500 0.2670 0.1290 1,162 2,069 1,646 2 cem Aminosiiun 
0,0924 0,1785 0,0924 1 1,934 1,934 gemisch. 
0,0960 0,1740 0,1035 0,932 1,689 1,812 
0.0741 0.1406 0.0798 0,936 1,772 1,891 
0.1275 0.2390 0.1425 0,894 1,619 1,811 2cem Traubenzucker 
0.1029 0,1785 0,1092 0,935 1,633 1,745 
0.1127 0,1932 0.1196 0,941 1,621 1,723 
0,0975 0,1696 0,1053 0,923 1,609 1,742 2cem Traubenzucker 
0,1710.0,300 0,1920 0,890 1,562 1,754 
0.1250 0.2075 0.1350 0,926 1,533 1,656 
0,1310 0,2158 0,1378 0,978 1,569 1,653 
0.1209 0.1922 0,1302 0,923 1,476 1,600 
0.1785 0.2703 0,1768 1,011 1,534 1,517 2cem Aminosiur 
0.1248 0.2106 0.1365 0,911 1,544 1,693 gemisch. 
0.1200 0,1944 0,1296 0.930 1,503 1,616 
0.1209 0.1860 0.1302 0,923 1,430 1,550 


— 
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auf den Harnat 


6. 


itienten. 





ing 


Harnmenge 


Koérper 
gewicht 


Bickel u. 
246, 104, 


1) 
ebenda 
Npeer, 


Chem. 89, 9, 1913. 
d. Physiol. 21, 2, 
10) Kanitz, 


in cem 


1932. 


1923. 


ing 
Harn- 

ing 

ing 


Vakat-O 


Harn-C 
Harn-N 


0,0809 0.1607 0,0880 
0.0540 0,1260 0,0468 
0.0648 0,1406 0,0684 
0.0612 0,1224 0,0684 
0.0704 0,1408 0.0800 
0,0656 0,1296 0.0736 
0,0672 0.1366 0,0688 
0,0588 0,1176.0,0630 
0,0630 0.1196 0,0644 
0.1107 0,1944 0.0666 


0.0855 0,1665 0,0840 
0.0742 0,1344 0.0700 
0,0765 0.1496 0,0782 
0.0660 0.1272 0.0708 
0,0624 0,1116 0,0672 
0.0624 0.1168 0,0688 
0.0636 0.1140 0,0698 
0.0598 0.1092 0.0659 
0.0715 0.1331 0.0814 
0.0836 0.1408 0.0880 
0,0795 0.1424 0,0825 
0,0800 0.1425 0,0880 
0.0960 0.1520 0.1020 
0.0833 0,1530 0,0952 
0.0924 0.1540 0,0946 
0.1400 0.1436 0,1456 
0.0828 0,1386 0.0922 
0,0963 01866 0,1057 
0.0819 0.1407 0.0903 
0,1935 0,1674 0,0972 


0.0990 0.1680 0.1020 
0.0828 0.1332 0.0882 


0,909 1,818 2 

1,173 2,739 2,333 
0,941 2,059 2,187 
0,897 1,793 2,000 
0,875 1,750 2,000 
0,890 1,767 1,984 
0,985 2,00 2,029 
0,934 1,857 1,983 
0,984 1,859 1,888 
1,666 2,939 1,763 


1,011 1,976 1,952 
1,057 1,914 1,810 
0.974 1,910 1,960 
0,942 1,814 1.923 
0.925 1,656 1,790 
0,911 1,705 1,870 
0.913 1,652 1,809 
0,907 1,676 1,847 
0,876 1,641 1,873 
0,943 1,590 1.686 
0.963 1.731 1,797 
0.909 1,613 1,775 
0,941 1,490 1,583 
0,873 1.610 1,843 
0,978 1.638 1,673 
0.958 1,676 1.735 
0,902 1.608 1,662 
0,905 1.754 1,973 
0,911 1,555 1,707 
1,061 1,721 1,621 


0,970 1,647 1.696 
0.943 1,511 1,602 
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Fortgesetzte Untersuchungen 
iiber die Wirkungsweise des Thymocrescins. 
Von 


H. Bachmann. 


[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. | 
(Eingegangen am 8, Dezember 1933.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

In einer vorausgehenden Arbeit hatte D. Asher gegeniiber dem 
friiher angewandten Thymocrescinstoff ein weiter gereinigtes Praparat 
zu biologischen Versuchen herangezogen. Diese weitere Reinigung 
bestand in einer Fallung der bisherigen Thymocrescinlésung mit Ammo- 
niumsulfat. Der in den Niederschlag gehende Stoff war bei taglichen 
Injektionen schon in Mengen von 0,5 mg wirksam. Der Besitz 
dieses neuen wirksamen Praparates regte zu einer Reihe weiterer Ver- 
suche an. Zundchst einmal sollte ein neu hergestelltes Praparat der 
gleichen Art dasselbe wurde mir nach den Angaben Prof. Ashers 
von der Gesellschaft fiir Chemische Industrie in Basel geliefert 
nochmals auf seine Wirksamkeit auf das Wachstum von Ratten  gepriift 
werden. Vorausgesetzt, daB es sich, wie erwartet wurde, als wirksam 
erwies, sollte dann untersucht werden, ob etwa das Thymocrescin eine 
Verwandtschaft oder gar Gleichheit habe mit dem Wachstumsvitamin B2. 
Die Herstellung des Thymocrescins schlieBt eine Beteiligung des Wachs- 
tumsvitamins A aus. Da Thymocrescin ein exquisit wasserléslicher 
Stoff ist, Vitamin B 2 gleichfalls wasserléslich, bestande in dieser Eigen- 
schaft cine Verwandtschaft. Auch wird von einigen Seiten die Ansicht 
vertreten, da der Thymus ein Speicherer von Wachstumsvitaminen 
sei. Gegen die Annahme, daB es sich um ein Wachstumsvitamin vom 
Typus B 2 handle, sprechen die bisherigen Erfahrungen tiber die chemi- 
sche Eigenschaft des Thymocrescins. Aber da das vorliegende Thymo- 
crescin kein reiner Kérper ist, und méglicherweise die Peptidreaktionen 
nicht von dem eigentlich wirksamen Stoff, sondern von einem tber- 
wiegenden Begleitkérper gegeben werden, muB versucht werden, auf 
anderem Wege zu einer Entscheidung zu gelangen. Der andere Weg 
ist zur Zeit gegeben, naimlich der biologische Versuch. 


Eine dritte Aufgabe, der ich mich auf Anregung von Prof. Asher 
unterzog, bestand in der Untersuchung der kombinierten Wirkung von 
Thymocrescin und dem Wachstumsstoff des Hypophysenvorderlappens 
SchlieBlich war noch eine andere Aufgabe zu erledigen. In allen voraus 
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Thymocrescin. 273 
zehenden Arbeiten aus dem Berner Physiologischen Institut wurde 
stets auf den Befund hingewiesen, dal besonders auffallend die Wachs- 
tumsférderung der Sexualorgane sei. Diese Angabe ist mehr qualitativer 
Art und entbehrt noch einer quantitativen Formulierung. Um eine 
solche zu gewinnen, habe ich in einer groben Reihe meiner Versuche 
die relativen Zuwiichse des Gesamtkérpergewichts und des Gewichts 
der Sexualorgane miteinander verglichen. Wenn die Zuwiichse im 
gleichen Verhaltnis stehen, so ware kein Uberwiegen des Wachstums 
der Sexualorgane vorhanden, wohl aber, wenn das Wachstumsverhaltnis 
der Sexualorgane gréBer ware als dasjenige des Gesamtkorpers. 


Methodik. 
Allgemeines. 

Um die Wirkung des weiter isolierten Stoffes .,Thymocrescin™ aut 
das Wachstum jugendlicher Tiere weiterhin zu untersuchen, wurden 42 
weiBe Ratten im Alter von etwa 5 Wochen in fiinf Versuchsreihen bei den 
nachfolgenden Versuchsbedingungen auf ihr Wachstum und Gedeihen 
untersucht. 

In der ersten und dritten Versuchsreihe wird festgestellt, wie sich 
das Wachstum der Versuchstiere zum Wachstum der Kontrolitiere verhalt, 
wenn den Versuchstieren taglich je 1 mg Thymocrescin und den Kontroll- 
tieren taglich je Lcem 0,9° ,ige NaCl-Lésung injiziert wird und beide Gruppen 


das namliche Futter erhalten. In der zweiten Versuchsreihe wird die 
Wirkung des Thymocrescins untersucht, wenn die Tiere mit Vitamin B- 
freier Nahrung gefittert werden. In der vierten Versuchsreihe wird 


gezeigt, ob das in einer friiheren Arbeit verwendete Thymocrescin noch 
wirksam sei, und welcher Untersehied in der wachstumsférdernden Wirkung 
zwischen dem friiheren und dem weiter isolierten Thymocrescin bestehe. 
Die fiinfte Versuchsreihe vergleicht die Wirkung von Hypophysenvorder- 
lappenextrakt auf das Wachstum junger Ratten, gegeniiber der Wirkung 
von Thymocrescin und das Verhalten des Wachstums bei gleichzeitiger 
subeutaner Einverleibung von Thymocrescin und Hypophysenvorderlappen- 
extrakt. 


Zusammensetzung und Herstellung der Vitamin B-freien Nahrung. 

Das Futter wurde nach den Angaben von Hofmeister! wie folgt zu- 
sammengesetzt: Casein (Hofmann-La Roche) 22 g, Starke 50g, Salzgemisch 
nach Me Collum 5g, Lebertran 10g, Cocosfett 13 ¢, Wasser etwa 70 cem. 


Herste lung des H ypoph ysen rorde rlappe nexrtraktes. 


Sie geschah nach den Angaben von Fritz Wadehn*. Es wurden auch 
hier nicht frische Hypophysenvorderlappen verwendet, sondern Hypo- 
physenvorderlappentrockenpulver, hergestellt von der Chem. Fabrik Gedeon 
Richter, Budapest. An dieser Stelle méchte ich dieser Firma fii die giitige 
Uherlassung des Extraktes meinen besten Dank aussprechen. 


! Hofmeister, diese Zeitschr. 128, 540, 1922. * Fr. Wadehn, ebenda 
255. 189, 1932. 





274 H. Bachmann: 


Iniektionsmethodik. 


Alle Tiere wurden taglich einmal zur gleichen Zeit injiziert, und zwar 
erhielten die Kontrolltiere aller fiinf Versuchsreihen taglich Je 1 cem 0.9 ° ,iger 
physiologische NaCl-Lésung subcutan injiziert. Die Versuchstiere de: 
ersten drei Versuchsreihen wurden tiglich mit Je Img Thymocrescin 
aufgelést in 1 cem steriler 0,9°,iger NaCl-Lésung injiziert. Die eine Ver 
suchstiergruppe der vierten Versuchsreihe wurde taglich mit Je 1 mg neuem 
Thymocrescin, die andere mit Je 20 mg altem Thymocrescin injiziert. Die 
eine Versuchstiergruppe der fiinften Versuchsreihe wurde taglich mit j: 
1,cem Hypophysenvorderlappenextrakt 
',cem Hypophysenvorderlappen 


Img neuem Thymocresecin und 
injiziert, die andere Gruppe nur mit 
extrakt. 
Haltung und Fiitterung der Tiere. 

In den einzelnen Versuchsreihen verwendete ich Tiere desselben Wurtfes. 
Das Futter, bestehend aus verdiinnter Magermilch, Brot und Wasser, wurde 
den Tieren im UberfluB zur Verfiigung gestellt und taglich zweimal in 
frischem Zustand verabreicht. 

Den Tieren der zweiten Versuchsreihe wurde nur Vitamin B-freie 
Nahrung verabreicht. Die Tiere wurden zu Je drei oder vier Stiick in Draht- 
kafigen gehalten, so daB die Kothballen durchfallen konnten. Alle Tiere 


wurden in Abstanden von 2 Tagen vor der Morgenfititterung gewogen. 


Experimenteller Teil. 
1. Versuchsrethe. 

In den nachfolgenden Tabellen, Kurven und Photographien teile ich 
die Ergebnisse dieser Versuchsreihe mit. 

Tabelle la und Ib geben die fortlaufenden Gewichte der Versuchs 
und Kontrolltiere an. 

la. 
Koérpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Versuchs 
tiere der ersten Versuchsrethe. 





Geschleecl Kirper- Korper- 
Nr. dia Tinea gewicht Gewicht des Sexualorgans gewicht 
£ 
~ ms: es wie v7 > Neg = > 
{ o 152 3.72 ¢ { (Hode ny Nebenhoden, samen | 245 
| leiter und -Blase) | 
2 g 127 O19 g | . O15 
3 "4 112 0,24 (Ovarien und Uterus) 0.21 
4 2 148 0.36 g J | 0.24 


Ib. 
Korpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Kontroll- 
tiere der ersten Versuchsreihe. 





teschle + Korper- Kirper- 
Nr. a : Vie ss a gewicht Gewicht des Sexualorgans gewicht 
des tieres 0 
g 
1 Q 92 010g (Ovarien und Uterus) 0,11 
2 y 20 2.36 _ 1.97 
3 of ae oH | (Hoden, Nebenhoden, 9 1 
4 a 128 2:30 g | Samenleiter und -Blase) 18 
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Kkurve | ist die durchschnittliche Wachstumskurve der vier Versuchs- 
nd der vier Kontrolltiere. 

Die Abb. | vergleicht je ein Versuchs- und Kontrolltier. 

Aus dieser Tabelle ersehen wir die Relation zwischen Koérpergewicht 
und Gewicht des Sexualorgans sowohl bei den Versuchs- als auch bei den 
Kontrolltieren. 

Aus dieser ersten Ver- ge 
suchsreihe ergibt sich erstens, ot —lersuctstiere 

110 
100 
9 
& 











daB mit dem = gereinigten __--—-Aontrolitiere — 
Thymocrescin ein sehr viel 
starkeres Wachstum der 
Versuchstiere als der Kon- 


seenee 
HH 
{ 


trolltiere erzielt wurde. Die 70: 

Wachstumssteigerung der A hot t 
mit Thymocrescin — gefiit- 50 T 

terten Tiere war 43°,, gréBer “Az 24 6 2B UZ 4EBMRNMRBNRLANKAR 


als diejenige der Kontroll- 
tiere. Sodann ergab = sich, 
daB bei den mit Thymo- 
erescin gefiitterten Tieren 
die Sexualorgane einen 
gréBeren Prozentsatz des 
Kérpergewichts ausmachen 
als bei den Kontrolltieren, 
woraus folgt, daB die Sexual- 
organe in ihrem Wachstium 
noch mehr gef6rdert wurden 
als das CGesamtwachstum. 


2. Versuchsreihe. 


Die Versuchsreihe  be- 
gann am 20. November 1932 
und wurde durch den Tod 
des am langsten am Leben 
gebliebenen Tieres am 3. Ja- 
nuar 1933 abgeschlossen. 
Sie bestand aus acht Ratten 
im Alter von 4 Wochen; 
vier Stiick dienten als Ver- 





suchstiere und erhielten tag- Abb. 1. 

lich Je Img Thymocrescin — Versuchstier Nr.1, 4, 152g. Kontrolltier Nr. 4, 4, 128 g. 
subeutan — injiziert. Vier 

weitere Stiick dienten als Kontrolltiere und wurden taglich mit je 1 c¢em 
09° oiger NaCl-Lésung injiziert. Sowohl Versuchstiere als Kontrolltiere 
erhielten nur Vitamin B-freie Nahrung. als Getréink Brunnenwasser. 
Anfanglich wurden die Tiere zu je zweien in Drahtkafigen mit weit- 
maschigem Drahtnetz gehalten, so da Harn und Kot durchfallen konnte. 
Als sich etwa 14 Tage nach Versuchsbeginn die Erscheinung der Kopro- 
phagie einstellte und die Tiere sich den Kot gegenseitig vom After weg- 
traBen, wurden die Tiere einzeln in Drahtkafigen untergebracht und = ge- 
fiittert. Auf Reinlichkeit und Wartung dieser Tiere wurde besonderes 
Gewicht gelegt. 
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Ergebnis. Bis zum 16. Versuchstag zeigten die Versuchstiere wie auc} 
die Kontrolltiere mittelmaBigen bis guten Appetit auf das vorgelegte Futter 
von da ab machten sich starke individuelle Schwankungen bemerkbat 
auch hinsichtlich ihres psychischen Verhaltens traten von dieser Zeit al 
Verschiedenheiten auf. 

Die Betrachtung der einzelnen Tiere dieser Versuchsreihe — ergibt 
folgendes: Versuchstier Nr. 2 starb als erstes Tier am 16. Dezember, also 
am 26. Versuchstag. Dieses Tier zeigte nie normalen Appetit, es zerstreut: 
meist das Futter und kam daher auch nie auf ein héheres Gewicht. 
Vom 18. Versuchstag weg sa das Tier meistens schlafrig in einer Ecke. 
ein. struppiges, glanzloses Haarkleid kennzeichnete das Tier. An de: 
Nase, Schwanz und QOhren traten nach und nach knétehenf6rmige 
Veranderungen der Haut auf. Zwei Tage vor dem Tode machte sich stark 
spastischer Gang geltend, die Hinterbeine nahmen eine krampthafte Stel- 
lung ein. 

Sektionsergebnis: hochgradige Abmagerung der Skelettmuskulatur. 
blasse andimische Farbe der Organe, pathologisch anatomische Verande- 
rungen keine. 

Kontrolltier Nr. 2, oc, starb als zweites Tier am 28. Versuchstag, auch 
dieses Tier zeigte sich vom 16. Versuchstag ab miide und matt; es stellte 
sich Gewichtsstillstand und CGewichtsabfall ein. Das Tier saB zur Futter- 
zeit zusammengekauert und schlafend im Kifig, ebenfalls ungepflegtes 
Haarkleid, an den Ohren Effloreszenzen; aus der Nase floB in den letzten 
Lebenstagen schleimiges Sekret, der Kot hatte wasserige Beschaffenheit. 
Am Morgen des 18. Dezember wurde das Tier mit stark gekriimmtem 
Riicken tot im Kafig vorgefunden. 

Sektionsergebnis: starke Atrophie der Skelettmuskulatur, ferner Bron 
chitis und Enteritis mittleren Grades. 

Als drittes Tier starb Kontrolltier Nr. 3, Q, nach 36 Versuchstagen. 
Das Tier zeigte nie bemerkenswertes Wachstum, schon bald stellte sich 
bei ihm Appetitverlust ein, vom 22. Versuchstag ab trat Gewichtsstillstand 
und Abfall ein. Auch hier wieder auffallend schlechtes Haarkleid, starke 
Abmagerung, raudeartige Auswiichse an Nase, Ohren und Schwanz. 3 Tage 
vor dem Tode trat schwankender Gang auf, kurz vor dem Tode machte 
sich starke Atembeschwerde geltend und wiahrend der krampfartigen Atmung 
verendete das Tier. 

Sektionsergebnis: Abmagerung und Anidimie der Muskulatur und 
Organe, katarrhalische Entziindung des ganzen Darmes. 

Am 30. Dezember starb als viertes Tier Versuchstier Nr. 3 am 40. Ver 
suchstag. Dieses Tier zeigte sich langere Zeit munter, vor 30. Versuchs- 
tag an machte sich verminderter Appetit geltend, das Tier wurde Tag 
fiir Tag unlustiger und matter. Es trat Gewichtsstillstand und Abfall 
ein, der immer stirker wurde, bis das Tier am 30. Dezember verendete. 
Die Hautverdnderungen und das glanzlose Haarkleid traten auch hie 
in Erscheinung. 6 Stunden vor dem Tode stellten sich heftige Streck 
krampfe ein, die durch irgendwelche Beriihrung ausgelést werden konnten. 
In einer solch krampthaften Lage verendete das Tier. 

Sektionsergebnis: hochgradige Atrophie der Skelettmuskulatur und 
Organe, auf den serésen Hauten vereinzelte punktférmige Blutungen. 

Am 30. Dezember starb ferner als fiinftes Tier Kontrolltier Nr. 4, c’. 
am 40. Versuchstag. Schon am 20. Versuchstag zeigte dieses Tier Ce 


wichststillstand und Abfall, der auBerliche Befund wie bei den vorhe1 
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rehenden Tieren. Am Morgen des 40. Versuchstages fand ich das Tier 
yusammengekauert und ertrunken im Trankegeschirr. 

Sektionsergebnis: auBer der starken Abmagerung und Andmie, Fremd- 
kérperpneumonie. 

Am |. Januar 1933 starben die beiden Versuchstiere Nr. 1. ot, und 
Nr. 4. ot. Beide Tiere zeigten langere Zeit ordentliches Wachstum. aber 
auch hier stellte sich Gewichtsstillstand und Abtall in den letzten Lebens- 
tagen ein. Auch hier traten die typischen 
Beriberisvmptome auf, bestehend in 
heftigen Krampfen, besonders bei Be- 
ruhrungen. 

Sektionsergebnis: Tier Nr. | auBer 
der starken Muskelatrophie ebenfalls 
punktférmige Blutungen auf den serésen 
Hauten. Tier Nr. 4 keine pathologisch- 
anatomischen Veranderungen. 

Als letztes Tier starb nach 44 Ver- 
suchstagen Kontrolltier Nr. 1. Auch 
hei ihm hatte sich langere Zeit ordent- 
liches Wachstum eingestellt, bis Ge- 
wichtsstillstand und Abfall  eintrat. 
In den vier letzten Lebenstagen konnte 
sich das Tier kaum mehr bewegen, 
die Hinterextremitaten wurden krampt- 
haft steif gehalten, zudem traten an 
ihnen 6dematése Anschwellungen auf 
und blauliche Verfarbung der Haut. 
Am 3. Januar morgens fand ich das Versuchstier Nr. 3, ¢. 106 ¢. 
Tier in linker Seitenlage mit krampt- Kontrolltier Nr. 1, ¢, 71 g. 
haft angezogenen Extremitaten tot vor. 





Abb. 2. 
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Sektionsergebnis: BlaBheit und Atrophie der Muskulatur, punkt- 
formige Blutungen am Bauchfell und seréser Ergu® in der Bauchhdéhle. 
Zusammentassend kann gesagt werden, dai sowohl bei den Kontroll- 
tieren als ganz besonders auch bei den Versuchstieren die Symptome det 
Avitaminose B aufgetreten sind: daB zwar die Versuchstiere auch hier 


Biochemische Zeitschrift Band 26s. 19 
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etwas besser gewachsen sind, aber trotzdem ganz eindeutig an B-Avitaminosi 
erkrankt und zugrunde gegangen sind; da®B somit Thymocrescin und 
Vitamin B 2 zwei ganz verschiedene Stoffe sind. 

Die beiliegenden Kurven orientieren tiber die Wachstumsverhaltniss: 
der Tiere dieser Versuchsreihe. 


Koérpergewichte und Gewicht der Sexualorgane der Versuchs 
tiere der Vitamin Bb 2-freien Versuchsreihe. 





— Koérper- Korper- 
Nr.  feschlecht — gewieht Gewicht des Sexualorgans gewicht 

des Tieres 

g %0 
1 z 57 0,63 g¢ \ (Hoden, Nebenhoden, Samen- | ‘1 
2 on 58 0,84 ¢ | leiter und -Blase) | 1,45 
3 0] di 0,05 g (Ovarien und Uterus) O11 
4 ie 78 0.94 ¢ | (Hoden, Nebenhoden, Samen- | 12 
= | leiter und -Blase) | 


Kérpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Kontroll- 


» 


tiere der Vitamin Bb 2-freien Versuchsreihe. 








wen ee Korper- Kirper- 
Nr. || & aan echt gewicht Gewicht des Sexualorgans gewicht 
des Tieres ( 
£ ) 
ro 62 1,02 g ) (Hoden, Nebenhoden, Samen- | 1,65 
2 fou 50 068 ¢ f leiter und -Blase) | 1,35 
3 Q 44 0.062 g (Ovarien und Uterus) 0,14 
5S 3 0.59 { (Hoden, Nebenhoden, Samen- | 9 
‘ . stalls leiter und -Blase) 1,2 


In dieser Versuchsreihe ist es demnach gelungen, durch Weglassen 
des Vitamin B 2 in der sonst vollwertigen Nahrung praktisch einen Wachs- 
tumsstillstand herbeizufiihren. Ware Thymocrescin seinem Wesen nach 
nichts anderes als Vitamin B 2, so miiBte der Zusatz von Thymocrescin 
die Avitaminose verhindern. Das ist aber, wie die Versuche dieser Reihe 
zeigen, durchaus nicht der Fall. Es zeigt sich zwar eine gewisse Zeit lang 
ein giinstiger EinfluB des Thymocrescins, aber er ist auBerordentlich gering 
und dann macht sich wieder der Mangel an Vitamin B 2 geltend. Diese 
Reihe bringt daher den Beweis, daB Thymocrescin und Vitamin B 2 zwei 
verschiedene wachstumsregulierende Stoffe sind, die sich gegenseitig nicht 
vertreten kénnen. Durch das Ergebnis dieser Versuchsreihe ist somit 
auch die Sonderstellung des Thymocrescins neu gestiitzt. 


> 


53. Versuchsreihe, 


Um das Resultat der ersten Versuchsreihe zu sichern, wurde eine 
dritte Versuchsreihe ausgefiihrt, mit der genau gleichen Versuchsanordnung 
wie in Versuchsreihe 1. Aus den Gewichtskurven geht eindeutig hervor. 
daB die mit Thymocrescin behandelten Tiere bedeutend besser gewachsen 
sind als die Kontrolltiere. Allerdings muB bemerkt werden, daB die Nahrung 
so eingestellt war, da die WKontrolltiere in den 42 Versuchstagen nur um 


87°, zugenommen haben, wie die beiliegende Gewichtstabelle ergibt. Das 
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nat aber insoweit keine Bedeutung, da die Thymocrescintiere dieselbe 
Nahrung erhielten. Diese haben dabei um 146°,, zugenommen, was einer 
Wachstumssteigerung von 58°, entspricht. Die beigegebene Photographie 
demonstriert die GréBenunterschiede. 


140 


5730 
a“ Versuchshere: 1mg Thymocrescin 1 | 
fe com /ypophysenvordervappenetr, 
1.--—-— » teem ’ , 
100: - -—-- Kontrolitiere 
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Ubersichtstabelle Ile. 





Versuchstiere Kontrolltiere 
Durchschnittliches Kadgewicht . . ..... 116,09 ¢ 93,75 ¢ 
P Anfangsgewicht ..... 47,25 ¢ 50,25 g 
Durechschnittliche Zunahme ing ...... 68,75 ¢ 43,50 g 
~ 3 Oe) Rare eee 146°, 87%, 
Wachstumssteigerung ........... 58 % 


Korpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Versuchs- 
tiere der dritten Versuchsrethe. 





— Korper- Kirper- 
Nr. Geschlecht gewicht Gewicht des Sexualorgans gewicht 

des Tieres ; 

4 , Vv 

1 Q 116 0,29 ¢ l 0,25 
2 g 120 0,23 ¢ a 019 
3 Q 106 0.23 o (Ovarien und Uterus) l 0.29 
4 2 122 0,21 ¢ 0,18 


Kérpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Kontroll- 
tiere der dritten Versuchsrethe. 





ip Korper- Korper- 
Nr. Geschlecht gewicht Gewicht des Sexualorgans gewicht 
des Tieres : ( 
1 2 71 0,10 ¢ l OLD 
2 Q YS O18 g , , 0.19 
yA Ads g ere ; - 
3 9 102 Olle | (Ovarien und Uterus) O11 
4 Q 104 O17 g O17 


Da alle Ratten dieser Versuchsreihe weiblichen Geschlechts sind, so 
kann das starkere Wachstum der Sexualorgane der Versuchstiere gegeniiber 
den Kontrolltieren zahlenmaBig wiedergegeben werden, und zwar das Ge- 
wicht des Sexualorgans relativ zum Koérpergewicht. Laut den beiden Ta- 
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bellen ist das durchschnitthche Gewicht von Ovarien und Uterus bei der 
Versuchstieren 0,24 g, das sind 0,21°, des durchschnittlichen Korpei 
gewichts der Versuchstiere. Das durchschnittliche Gewicht der Ovarie 
und Uterus der Kontrolltiere betragt 0,14 g, das sind 0,16°,, des durch 
schnittlichen K6érpergewichts der Kontrolltiere. Die Sexualorgane de: 
Versuchstiere sind somit um 71°,, besser entwickelt als die der Kontrolltier¢ 


Das Ergebnis dieser Versuchsreihe ist eine volle Bestatigung der ersten 


Versuchsreihe, und bei den besonderen Bedingungen dieser Versuchsreihe 
kommt noch klarer zum Ausdruck, daB das Wachstum der Sexualorgane 


noch mehr gefOrdert wird als das Wachstum des CGesamtkorpers. 


4. Versuchsreihe. 


Sie vergleicht die Wirkung des neuen Thymocrescins gegentiber dem 
Thymocrescin, das in einer tritheren Arbeit verwendet wurde. Die Ver 
suchsreihe bestand aus neun Ratten im Alter von 3 Wochen. Drei Tiere 
dienten als Versuchstiere fiir das neue Thymocrescin und erhielten taglich 
Img davon subcutan injiziert, drei Tiere waren Versuchstiere ftir das 
alte Thymocrescin und erhielten davon tiglich je 20 mg. drei weitere Stiick 
dienten als Kontrolltiere und erhielten taiglich je leem 0,9°,ige Nal 
Lésung injiziert. Die Reihe begann am 10. Dezember 1982 und wurde 
am 19. Januar 1433 abgeschlossen. 


I 720 
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Aus der Ubersichtstabelle resultiert ein Wachstum der Versuchstiere 
um 242 bzw. 179°,, der Kontrolltiere um 137°,. Diese Versuchsreihe 
ist insoweit gut verlaufen, daB auch die Kontrolltiere um 137°, zugenommen 
haben. Die Wachstumssteigerung betragt hier 68 bzw. 39°,, d.h. das 
neue Thymocrescin hat die wachstumsf6rdernde Wirkung des alten. 


Ubersichtstabelle IVd. 





Yersuchstiere . Versuchstiere 
Versuchstiere Kontroli- ersu hstiere 
1 mg neues 20 mg altes 


on ° tiere Ty 
Thymocresein sash Thymocrescit 


Durchschnittliches Endgewicht 125,33 g 91,00 ¢ 114,33 ¢ 


% Anfangsgewicht . . 36,66 ¢ 38,33 ¢ 41,00 2 
Durchschnittliche Zunahme ing .. . 88,67 g 52,67 g 73,33 g 

“ ” ia coat re 242 % 137 % 179% 
Wachstumssteigerung ........ 68 % 39% 
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Nérpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Versuchs- 


iere der vierten Versuchsreihe, 


die mit Img neuem Thymo- 


ecrescin behandelt sind. 





Geschlecht Korper- 


NT. des Tieres tities 

1 Q 117 0,25 g 
2 rou 121 2.38 ¢ | 
3 y 138 3,62 g | 


Korper- 

Gewicht des Sexualorgans gewicht 
(Ovarien und Uterus) 0.21 
(Hoden, Nebenhoden, Samen- {| 1,96 
leiter und -Blase) \ 2.63 


Kérpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Kontroll- 
| 


tiere der vierten 


Versuchsreihe. 





Geschlecht ni, 


Nr des Tieres gewicht 

g 
1 Q 94 012 ¢ 
2 y" 80 1.50 g | 
3 ror 99 1.96 « j 


Korper- 

Gewicht des Sexualorgans gewicht 
(Ovarien und Uterus) 013 
(Heden, Nebenhoden, Samen- | 1,88 
leiter und -Blase) | 1,48 


Korpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Versuchs- 


tiere der vierten Versuchsreihe, die mit Je 20mg altem Thymo- 
cresein behandelt sind. 





2 Kirper - 
Ny Geschlecht gewicht 


des Tieres 


l on 128 2.74 g | 
2 " 103 1,87 g | 
3 Q 112 0.20 ¢ 


Vergleicht man die Gewichts- 
ergebnisse der Sexualorgane der 
mannlichen Tiere dieser Versuchs- 
reihe. so sieht man, da’ das 
durchsehnittliche 
Sexualorgans (Hoden, Nebenhoden, 
Samenleiter und Samenblase) der 


Gewicht des 


Versuchstiere mit neuem Thymo- 
crescin 3 ¢@ betragt. das sind 2,3 
des durchschnitthehen  Koérper- 
gewichts. Das durchschnittliche 
Cewicht des Sexualorgans der 
Kontrolltiere betragt 1.73 g. das 
sind 1,93°,, des durchschnittlichen 
Korpergewichts. Die mannlichen 
Geschlechtsorgane sind somit in 
dieser Versuchsreihe um 73°, 


besser gewachsen. Bei den Ver- 
suchstieren mit 
Thymocrescin ist das durchschnitt - 
liche Gewicht des  mannlichen 


20 mg altem 


Kirper- 

Gewicht des Sexulorgans gewicht 
(Hoden, Nebenhoden,Samen- | 2.14 
leiter und -Blase) | 1,82 
(Ovarien und Uterus) 0,18 





Abb. 3. 


Versuchstier Nr.1, 2, 1mg neues Thymocrescin, 


117 g. Kontrolltier Nr. 2, 4, 20g, 
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Geschlechtsorgans 2,3 g, das sind 1,98°,, des durchschnittlichen K6érper- 


gewichts. Gegeniiber den Kontrolltieren sind die mannlichen Geschlecht 
organe dieser Versuchstiere um 39°, besser ausgebildet. 


5d. Versuchsreihe. 
In dieser Versuchsreihe wird der wachstumsférdernde EjintluB aut 
Junge Ratten festgestellt, wenn den Tieren auber Img Thymocrescin 
noch '/,cem Hypophysenvorderlappenextrakt subcutan einverleibt wird. 


Die Versuchsreihe bestand aus neun Tieren desselben Wurfes; drei Tiere 


erhielten taglich Je |mg Thymocrescin und '/,cem Hypophysenvorder- 
lappenextrakt, drei Tiere erhielten taglich je nur !/,cem Hypophysen 
vorderlappenextrakt, drei weitere Tiere dienten als Kontrollen und er- 
hielten taglich je lLeem 0,9°,ige NaCl-Lésung injiziert. Die Versuchs- 
reihe begann am 9. Januar 1933 und wurde am 24. Februar 1933) ab 
geschlossen. 

Die Ubersichtstabelle zeigt, daB die Tiere mit Thymocrescin und 
H ypophysenvorderlappenextrakt um 280°, zugenommen haben, die Tiere 
mit nur Hypophysenvorderlappenextrakt um 201°, und die WKontroll- 
tiere um 112°,. Es resultiert somit eine Wachstumssteigerung um 103 
bzw. 61°... 


Koérpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Versuchs 
tiere, die mit Thymocresecin und Hypophysenvorderlappen 
extrakt behandelt sind. 





Jeschlect Koérper- Korger- 
Nr, Ge schlecht gewicht Gewicht des Sexualorgans gewieht 
des Tieres 6 
£ 0 
g 126 0,33 g l | 0,26 
2 Q 130 0,28 ¢ | (Ovarien und Uterus) 0,22 
3 Q 158 0.33 ¢ | | 9.21 


Koérpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Kontrol! 
tiere der fiinften Versuchsrethe. 





Geschlect Korper- Kirper 
Nr. ace Pian gewicht Gewicht des Sexualorgans gewicht 
g 04g 
1 Q 95 0,20 ¢ | | 0,21 
2 Q 97 O14 ¢ (Ovarien und Uterus) 0,14 
3 Q 92 0.18 ¢ | | 9.20 


Korpergewichte und Gewichte der Sexualorgane der Versuchs- 
tiere, diemit Hypophysenvorderlappenextrakt injiziert wurden. 





Gitta Kérper- Korper- 
Nr. aoe ee gewicht Gewicht des Sexualorgans  ietgees 
4 
Q 115 0,29 g | | 0,25 
2 Q 127 0,26 ¢ (Ovarien und Uterus) 0,21 
3 g 119 0,25 ¢ 0,21 
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U bersichtstabelle Vd. 





Versuchstiere 


Il mg y or 2 ‘re 
Thymocrescin Kontroll- , , presi oo 
1/, ce “peale »cem Hypo- 
winedieene — physenextrakt 
extrakt 
Durchsehnittliches Endgewicht . . . . 138,00 ¢ 94,66 ¢ 120,33 g 
: Anfangsgewicht . . 36,33 g 44,66 ¢ 40,00 g 
Durchsehnittliche Zunahme ing... 101,67 g 59,00 g 80,33 ¢ 
. : » i/o 280 %, 112°, 201 % 
Wachstumssteigerung .... . = 103 % 61% 


Da in dieser Versuchsreihe nur weibliche Tiere verwendet wurden, 
so kann die bessere Entwicklung der Geschlechtsorgane bei den Versuchs- 
tieren prozentual zum Korpergewicht zahlenmaBig besser wiedergegeben 
werden. Das durchschnittliche Gewicht von Ovarien und Uterus der Ver- 
suchstiere mit Thymocrescin 
und Hypophysenextrakt betragt 
0.32 g¢. das sind 0,23°,, des 
durchschnittlichen — Kérperge- 
wichts dieser drei Tiere. Das 
durchschnittliche Gewicht der 
Geschlechtsorgane der  Kon- 
trolltiere betragt 0,17 g, also 
018°, des durchschnittlichen 
Kérpergewichts der drei Kon- 
trolltiere. Die  Geschlechts- 
organe dieser Versuchstiere sind 
somit um 88 ©, besser gewachsen. 
Das Durchschnittsgewicht der 
Sexualorgane der Versuchstiere 
mit nur Hypophysenextrakt 
betragt O,27g, somit 0,23°,, 
des Koérpergewichts. Die Ce- 
-chlechtsorgane dieser Tiere 
sind somit um 58°, besser 
ausgebildet. 





Aus dieser Versuchsreihe 


Me lak . Abb. 4. 

ge. ervor, dab t er der , : 7 1. P 

: . seks ans ‘ Versuchstier Nr. 3, 2, Img Thymocrescin + !/, ccm 
yvemeinschaftlichen Einwirkung Hypophysenextrakt, 158 g. 

von Thymocrescin und Hypo- Kontrolltier Nr. 2, %, 97 g. 


physenvorderlappenextrakt ein 

noch starkeres Wachstum  stattfindet als durch die bloBe Anwendung 
von Hypophysenvorderlappenextrakt. Die stairksten Wirkungen der Kom- 
bination liegen in einer friiheren Periode, wahrend spiter die Wachstums- 
steigerung infolge der Einwirkung des doppelten und des einfachen Pra- 
parats annahernd die gleiche blieb. Aber diese Wachstumsférderung in 
der spaiteren Periode vermag nicht das Ubergewicht der kombinierten 
Kinwirkung von Thymocrescin und wachstumsregulierendem Stoff aus dem 
Vorderlappen einzuholen. Dieser Sachverhalt ist derjenige, den man wohl 





284 H. Bachmann. 


erwarten durfte. Da im K6rper eine ganze Reithe von wachstumsfordernde 
Stoffen vorkommen, diirfte deren gemeinschaftliches Einwirken im Interes+ 
eines normalen Wachstums hegen. 
ZusammengefaBt ist der 
Inhalt der vorstehenden Arbeit 
der nachfolgende : 


l. Es wurde erneut festge- 
stellt, daB das durch Ammonium.- 
sulfatfallung weitgehend isolierte 
Thymocrescin einen © starken 
wachstumsfordernden — Einfluss 
besitzt. 2. Die Wachstums. 
forderung der Sexualorgane ist 
noch gréBer als die Wachs- 
tumsférderung des Gesamtorga- 
nismus, womit ein neuer Beweis 
dafiir geliefert ist, daB zur giin- 
stigen Entwicklung der Sexual- 
organe das  wachstumsregulie- 
rende Hormon der Thymus ge- 

Abb. 5. héren dirfte. — 3. Thymocrescin 
Versuchstier Nr. 2, 9, nur Hypophysenextrakt, und Vitamin B2 > sind zwei 


127 g. Kontrolltier Nr. 2, 9, 97 g. 
verschiedene Stoffe, die sich 


gegenseitig nicht vertreten kénnen. 4. Durch kombinierte Anwen- 
dung von Thymocrescin und Wachstumsstoff des Hypophysenvorder- 
lappens konnte ein noch gréBeres Wachstum erzielt werden als durch 
bloBe Zufuhr des Hypophysenwachstumshormons, wenngleich dasselbe 
gegeniiber den Kontrolltieren das Wachstum merklich zu steigern  ver- 
mochte. Dieses Ergebnis spricht dafiir, daB unter physiologischen 


‘Bedingungen die gemeinschaftliche Kinwirkung mehrerer im Orga- 
nismus vorkommenden Wachstumshormone fiir den Organismus das 
Giinstigste ist. 

Literatur. 
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Untersuchungen iiber die oxydationssteigernde Wirkung 
des Adrenalins auf isolierte Zellen. 


Von 
Alois Hodel. 
Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.] 
(Eingegangen am 8, Dezember 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 


In einer vorausgehenden Untersuchung hatte Gordon untersucht, 
wie Adrenalin auf einen nach Warburgs Methode isolierten Gewebs- 
schnitt einwirkte. Die Veranlassung dieser Untersuchung war darin 
gegeben, daB in der Literatur verschiedene Ansichten tiber den EinfluB 
von Adrenalin auf den Sauerstoffverbrauch isolierter Gewebe und von 
Gewebsschnitten mitgeteilt werden. Die einen Beobachter geben an, 
daB sie eine Oxydationssteigerung unter dem Einflu8 von Adrenalin 
gesehen hatten, waihrend die anderen Beobachter jeden EinfluB leugnen. 
Das negative Ergebnis war unerwartet, weil Adrenalin ja in das Gesamt- 
tier injiziert, fast sofort eine starke oxydationssteigernde und somit 
kalorigene Wirkung entfaltet. Immerhin sind gerade die Arbeiten mit 
negativen Ergebnissen mit einwandfreier Methodik angestellt. Gordon 
hatte das negative Ergebnis vollstaindig bestatigt. Er hatte gefunden, 
da8 Gewebsschnitte in Ringerlésung einen Sauerstoffverbrauch zeigen, 
welcher durch Zusatz von Adrenalin in keiner Weise beeinfluBt wird, 
aber auf Grund von Erwagungen, die in seiner Arbeit angefiihrt werden, 
kam er dazu, einen geringfiigigen Zusatz von Serum zu machen, und 
hierbei zeigte sich eine ausgesprochene und starke Oxydationssteigerung 
bei Zusatz von Adrenalin. 


Die Aufgabe meiner Arbeit sollte darin bestehen, zu untersuchen, 
welcher Faktor im Serum dafiir verantwortlich sei, daB Adrenalin 
wirksam wirde. Offenbar bildet erst Adrenalin und ein Agens im 
Serum das System, welches fiir die Oxydationssteigerung erforderlich 
ist. Diesem Gedankengang zur Folge war zu untersuchen, ob etwa ein 
EiweiBkérper, ein Enzym oder ein Stoff, der weder zu der einen noch 
zur anderen Gruppe gehért, das wirksame Agens darstelle. 


Methodik. 


Die Ausfiihrung der Methode geschah nach den bekannten Vorschriften 
von Warburg. 
19* 
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Die verschwundene Gasmenge wurde nach der Formel berechnet 


, 20 ‘ 
| | 9 TT aa if PF a 
h 


Xx 19 000 : 


wo T die absolute Versuchstemperatur bedeutet, «x den Absorptions 
koeffizienten des Gases bei T° und V, und V, in Kubikmillimetern aus. 
zudriicken sind. Ist also die Anderung des Partialdruckes / bekannt, so 
erhalten wir X durch Multiplikation von / mit dem in der Klammer stehenden 
Ausdruck, der GefaBkonstante. Verschwindet ein Gas, so ist h negatiy. 
entsteht ein Gas, so ist A positiv. 


Die Atmungsgr6Be driickte ich durch den Quotienten 


Kubikmillimeter verbrauchter Sauerstoff emm QO, 


Milligramm Gewebe . Stunde ~ mg.Stunde 


aus. 

Im Versuch bedeutet der Buchstabe A das Manometer A. dessen 
Hahn, um Verwechslungen der Trége zu vermeiden, mit einem griinen 
(griin) Bandchen versehen war. B bedeutet das Manometer B, dessen 
Hahn mit einem schwarzen (schwarz) Bandchen bezeichnet war. 


= die Druckverinderung im Manometer A in 1 Stunde, ausgedriickt 
in Kubikmillimeter. 
die Druckverainderung im Manometer B in 1 Stunde, in Kubik- 
millimeter ausgedriickt. 
das Gewicht des Leberschnittes im Atmungstrog A in Milligramm. 
das Gewicht des Leberschnittes im Atmungstrog B in Milligramin. 
die GefaBkonstante. 
gesamter Sauerstoffverbrauch im Atmungstrog A, in Kubik- 
millimeter berechnet. 
gesamter Sauerstoffverbrauch im Atmungstrog B in Kubik- 
millimeter. 
Atmungsgr6Be des Schnittes a im Atmungstrog A pro Milligramm 
und pro Stunde. 
Atmungsgr6Be des Schnittes 6 im Atmungstrog B pro Milligramm 
und pro Stunde. 


Experimenteller Teil. 


Samtliche Versuche wurden mit Lebergewebe angestellt, da mit diesem 
Gewebe die gréBten Respirationswerte erzielt werden, und fiir die Frage, 
aus welchen Komponenten das Atmungssystem aufgebaut sein sollte, das 
gewahlte Gewebe zunachst als gleichgiiltig erachtet werden konnte, weiches 
zu den Versuchen gebraucht wurde. Ob bei naiherer Kenntnis des Sach- 
verhaltes diese Behauptung zu Recht besteht, kénnen erst — spitere 
Untersuchungen entscheiden. 

Die erste Versuchsreihe, die ich mit der soeben beschriebenen Methode 
ausgefiihrt habe, bestand in der Feststellung des Sauerstoffverbrauchs 
von diinnsten Leberschnitten, welche in 0,5 ccm Ringerlésung suspendiert 
waren. Als ich die Methodik hinreichend beherrschte, ergaben sich konstante 
Werte und war der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch pro Milligramm 
Lebergewebe und pro Stunde 9cmm. 
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In der nachsten Reihe habe ich die Leberschnitte in 0,45 cem Ringer 
0,05cem Adrenalinlésung 1: 1000 suspendiert. In vollstandiger Be- 
stitigung der vorausgegangenen Versuche von Gordon fand ich durch diesen 
Zusatz von Adrenalin keine Veraénderung in der Gré8e des Sauerstoff- 
verbrauchs. 

Auch die dritte Versuchsreihe hatte zum Ziele die Wiederholung der 
Gordonschen Versuche, namlich die Untersuchung des Einflusses von Zusatz 
geringer Mengen von Serum zur Ringerlésung auf den Sauerstoffverbrauch. 
In dieser Reihe ergab sich, daB die Suspension von Leberschnitten in 0,45 cem 
Ringer + 0,05cem Serum eine ausgesprochene Steigerung des Sauerstoff- 
verbrauchs herbeifiihrte, indem ich 11,82 emm bzw. 11,21 cem Sauerstoft- 
verbrauch pro Milligramm Lebergewebe und pro Stunde fand. 

Sodann schritt ich zur Priifung des Einflusses eines Systems bestehend 
aus Ringerlésung, Adrenalin und Serum. Hier wurden die Wirkungen 
zweier verschiedener Lésungen miteinander verglichen. Einmal Leber- 
schnitt in einer Suspension von 0,45 ccm Ringerlésung 0,05 cem Adrenalin 
mit demjenigen in einer Lésung bestehend aus 0,4 cem Ringer, 0,05 cem 
Adrenalin und 0,05 cem Serum. Hier zeigte sich in allen Versuchen eine 
Uberlegenheit des aus Adrenalin und Serum bestehenden Systems, indem 
die Sauerstoffwerte 16,10 cmm, 14,31 emm und 16,07 emm betrugen, gegen- 
iiber 10,15, 8,91 und 9,52 cmm im System ohne Serum. Auch diese Versuchs- 
reihe bestatigt demnach vollstandig die Versuchsergebnisse von Cordon. 

Jetzt konnte ich dazu iibergehen, die Art der Mitwirkung des Serums, 
die unbedingt erforderlich ist, damit Adrenalin eine Steigerung des Sauer- 
Dialysat. 


Versuch 9. Ringer + Adrenalin 





B. Schwarz 
0,4cem Ringer 
+ 0,05 . Adrenalin 
Dialysat 


Kontrolle A. Griin 

Zeit 0,.4ceem Ringer 0,45ceem Ringer 
+0,05 . Adrenalin + 0,05 Adrenalin 
+ 0,05 , Dialysat + 0,05 . 


10°35’ 239.0 , 211,0 200,0 


1045 = 2400 T5 201.0 fp 11 171.0 


10 55 238,0 3 189,0 5- 10 140,0 55 2 
11 05 235,04 :164,0 5 22 108,0 40 2! 
11 15 231,0 — 138,0 “” 22 68,0 “~ 36 

65: 16,25 .6 124:4 31.6 


97,50 mm hy = 186,0mm 


.0,2956 = 14780 
20692 - 536910 
26604 536594 


Ho. 28.82100 emm 3,16 mg 


ha. Ky = 186,0.0,3197 19182 
25576 522162 
3197 521770 
Ho, = 59,4642 emm 3,92 mg 
28,821 
3,16 
59,4642 
3,92 


9,12cmm 0, pro Std. 


= 16,16cmm 0, pro Std. 
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Versuch 10. 


Ringer + Adrenalin + Dialysat. 





Kontrolle A. Griin B. Schwarz 
0,4ceem Ringer 0,45cem Ringer 0,40cem Ringer 
+ 0,05 , Adrenalin + 0,05 . Adrenalin + 0,05 ., Adrenalin 
+ 0,05 . Dialysat + 0,05 , Dialysat 


5h 20)’ 251 179,0 9 ‘ 
5 30 250} 18,0 98 25 a 38 
5 40 246 | 5 127,0 3, 22 36 30 
5 50 248 + 2 96,0 °* 33 3 38 
80.2 106.2 
h, = 160mm g = 212mm 
Hi), = 160.0,2956 = 166360 587077 
& 2956 536594 
Ho, 46,1960 emm 4,83 me 
212 .0,3197 — 6394 
3197 522201 
6394 521770 


Ho. 67,7764 emm 4.31 mg 


Vy! 47,296 
C03 4,53 


9.79 emm Og pro Std. 


Ge cx, POO cE nen Gy geo Std 
02 431 ee 

stoffverbrauchs veranlaBt, néher zu analysieren. Ich habe zu diesem Zwecke 
Serum in frische Dialysierhiilsen gebracht, von aéhnlicher Art, wie sie be! 
der Abderhaldenschen Methode der Abwehrfermente gebraucht werden 
ich wahlte hierzu Hiilsen von méglichst kleinem Durchmesser und relative: 
Hoéhe, um die Oberflache zu vergr6Bern. Die Hiilsen kamen in schmak 
Zylinder, die mit Ringerlésung gefiillt waren. Die Fliissigkeitsmenge wa: 
so gering gehalten wie méglich, um einer Verdiinnung der etwa wirksamen 
Stoffe vorzubeugen. Die angewandten Hiilsen wurden vor jedem Versuch: 
auf ihre EiweiBdichte mit Hilfe von Hamoglobinlésungen gepriift. Nach 
der Priifung wurden die Hiilsen sorgfaltig gewaschen. Das AuBendialysat 
wurde darauthin untersucht, ob EiweiB durchgetreten war oder nicht; 
nur eiweiBfreie Dialysate wurden zu den entscheidenden Versuchen 
benutzt. 


Aus den mitgeteilten Protokollen zeigt sich, da8 auch das Dialysat 
das Adrenalin zu einem wirksamen Atmungssystem aufbaut, denn in jedem 
einzelnen Falle sind die pro Stunde und pro Milligramm Lebergewebe ver- 
brauchten Sauerstoffmengen ganz erheblich gr6éBer als diejenigen in de! 
Kontrollésung. Aus dieser Versuchsreihe geht mit Sicherheit hervor, dai) 
es nicht der EiweiBgehalt des Serums ist, welcher zum Aufbau des Atmungs- 
systems notwendig ist. Ich war schon in Vorversuchen zu den gleichen 
Resultaten gekommen. Ich hatte Versuche angestellt, in denen ich auch das 
Serum inaktivieren wollte. Zufalligerweise kam es wohl infolge einer zu 
groBen, wenn auch kurzdauernden Temperatursteigerung zu einer Gerinnung 
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des Serums. Ich beobachtete nun, da8 das Filtrat des Gerinnsels ebenso 
tark wirkte wie das urspriingliche eiweiBhaltige Serum. Ich glaube auch 
hieraus schlieBen zu kénnen, da kein hochmolekulares Enzym die Ursache 
ler Atmungssteigerung ist. Nachdem ich festgestellt hatte, daB der wirksame 
stoff in das Dialysat tiberging, habe ich in einer besonderen Versuchs- 
reihe den Inhalt der Dialysenhiilse nach der Dialyse untersucht. 


Versuchsbeispiele aus dieser Reihe bringe ich in den nachfolgenden 
Protokollen. Auch der Riickstand in den Dialysierhiilsen zeigte eine 
Steigerung der Atmung, denn in dem System, bestehend aus 0,4 cem Ringer, 
0,05ceem Adrenalin und 0,05cem Inhalt der Dialysenhiilse, verbrauchte 
der Leberschnitt 15,561 bzw. 13,61 emm Sauerstoff, wihrend in der Kontroll- 
lésung derselbe nur 10,829 bzw. 10,28 emm betrug. 

Die Tatsache, da’ immerhin in dem Inhalt der Dialysenhiilse die 
Atmungssteigerung eher etwas kleiner war als im  Dialysat, spricht 
dafiir, daB nicht eine enzymatische Wirkung vorliegt, denn ein Enzym 
miiBte wohl in der Dialysierhiilse relativ zum mindestens konzentrierter 
werden. 


Versuch 11. 


Inhalt der Dialysenhiilse. 





Kontrolle A. Griin B. Schwarz 
04cem Ringer 0.45eem Ringer 6.4ceem Ringer 
+ 0,05 . Adrenalin +005 . Adrenalin + 0,05 . Adrenalin 
+ 0,05 , Inhalt der + 0,05 , Inhalt d. Dialysen- 
Dialysenh. hiilse 


4 
55 
0 


208.0 187,0 
204,05 ~—«:151,0 
202,06 108.0 
ea = 89.0 
216,0 ~ © 68,0 


193.0 

150,0 5, 

125.0 5 
98,0 : 
70.0 


31,75 .6 31: 32.75 .6 


190,50 mm y = 196,50 mm 


wo 


36 a. 
43 

19 55 
eS 


oro 


2 
2 
3 
3 
3 


noe 
ou 


. Ky 190,5 . 0,2956 14780 
266040 537114 
2956 536594 


56,31180 emm 5,20 mg 


Ho. 
196.5 . 0.3197 15985 
19182 

28773 

3197 


Hi, = 62,82105 emm 4,03 mg 


, 56,3118 
Yo, = a 50) 10,829 emm Oy pro § 


62,82105 


VW, 4.08 15,561 emm 0, pro Std. 
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Versuch 12. 


Inhalt der 


Dialysenhiilse. 





Kontrolle 
0,4ecm Ringer 
+0,05 . Adrenalin 
+0,05 . Inhalt der 
Dialysenhiilse 


A. Griin 
0,45cecm Ringer 
+ 0,05 Adrenalin 


263, 0 
264, 0 + 1 
261.0‘ 
260,0 
258,0 


190,0 
166,0 
133.0 
105.0 

89.0 


24 op 
r9) 

33 39 

27 

14 

96:4 — 24.6 


hy 144mm 
144 .0,2956 = 


16 


11824 
11824 
2956 


H}, = 42,5664 emm 


135 . 0,3197 15985 
9591 
3197 


Hi’ 43,1595 emm 


Os 
42, 6664 
4,15 
43,1595 — 
3,17 


Qi, 


vf ey 


B. Schwarz 
0,4 eem Ringer 
+ 0,05 Adrenalin 
+ 0,05 . Inhalt der 
Dialysenhiilse 


156,0 
144.0 
104,0 
83.0 2! 0 
61,0 “2 20 


90:4 - 


0 18 


537009 
536594 


415mg 


522087 
521770 


3,17 mg 


10,28 cmm QO, pro Std. 


- 18,61¢emm Og, pro Std. 


In der nachsten Versuchsreihe (Versuch 13) habe ich ein Atmungs 
system aufgebaut, welches aus Ringerlésung, Adrenalin und einem Dialysat 
bestand, welches einen Augenblick gekocht worden war. Auch in diese! 
Versuchsreihe ist noch eine sehr deutliche Respirationssteigerung durch das 
Atmungssystem erkennbar, woraus sich ergibt, daB kurzwahrendes Kochen 
die Wirksamkeit des zur Erganzung des Adrenalins nétigen Stoffes nicht 
aufhebt. 

13. 


Dialysat 


Versuch 


Ringer Adrenalin Dialysat. 


gekocht. 


einen Augenblick 





Kontrolle 
0,40 cem Ringer 
+ 0,05 . Adrenalin 
+ 0,05 Dialysat 


B. Schwarz 
0,40cem Ringer 
+ 0,05 Adrenalin 
+ 0,05 Dialysat 


A. Griin 
0,45 cem Ringer 
+ 0,05 Adrenalin 


Zeit 


212,0 _ 

211,0 

202.0 
192.0 — 


10h 
10 40 
10 50 
11 00 


30 199,0 5 
174,0 5 93 
151,0 24 


127,0 


184,0 
153,0 
136,0 
Lig 


17,33 .6 
103,98mm 


1 
9 
— 10 


31 


17 
25 


24 
+ 


30 
8 
15 
53:3= 
hg 


<i 
hy - 


17,66 .6 
105,96 mm 





Uber die oxydationssteigernde Wirkung des 


h,..K, = 103,98 . 0,2956 62388 
51990 
93582 


20796 


Ho, 
Ky = 105,96 . 0,3197 74172 
95364 
10596 
31788 


H¢. 33,875412 emm 


30,736488 
3,66 
33,875412 
2,7 


QW, 


Qs, 


Versuch 14. 


Ringer + Adrenalin Letzteres 


gekocht. 


+ Dialysat. 


30,736488 emm 


Adrenalins. 29] 


536960 
536594 


3,66 mg 


8,398 cemm 0, pro Std. 


12,546 cemm Og, pro Std. 


einen Augenblick 





Kontrolle 
0,4 cem Ringer 
+ 0,05 . Adrenalin 
+ 0,05 , Dialysat 


A. Griin 
0,45 cem Ringer 
+0,05 . Adrenalin 


Zeit 


10235’ 
10 45 
10 55 
11 05 
11 15 


2100 4, 
208,0 — & 
202.0 2 
196,05 
194.0 * 


204.0 op 
178.0 5) 24 
/158,0 Tg 14 
142,0 57 10 
125.0 + 15 

63:4 — 15,75 .6 


h, = 94,50 mm 


= 94,5 . 0,2956 14780 


11824 
26604 


27,93420 cmm 


Ho, = hy . kK, 


Ho, 
124.5 . 0,3197 15985 
12788 
6394 
3197 
Hj, = 39,80265 emm 


Ho, 


, __ 27,93420 

Qo, - 3.07 

__ 39,80265 
3,15 


Q, 


= 9,09cmm 0, pro 


B. Schwarz 


0.4 cem Ringer 
- 0,05 . Adrenalin 
+ 0,05 . Dialysat 


33 2 
21 45 
31 29 
83:4 


hg = 124,5 mm 


20,75 .6 


= 536901 
536594 


Std. 


= 12,68 cmm 0, pro Std. 
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Erst langerdauerndes Kochen hebt die Wirkung vollstandig auf, was 
ich in der nachfolgenden Versuchsreihe zeige. In dieser habe ich vor dem 
Gebrauch 5 Minuten lang das Dialysat gekocht. Das Atmungssystem. 





welches aus 0,4cem Ringer, 0,05cem Adrenalin und 0,05 cem Dialysat wii 
(5 Minuten gekocht) bestand, hatte, wie das beistehende Protokoll zeigt, 
im Vergleich zur Kontrollésung keinerlei erhGhende Wirkung auf den Sauer- Z 


stoffverbrauch. Auf Grund dieses Versuchs komme ich daher zur Aut- 

fassung, daB der zur Ergénzung des Adrenalins als atmungssteigernder 4 

Kérper notwendige Stoff zwar dialysabel ist, aber nicht kochbestandig 4 
5 


Versuch 15. 


Ringer + Adrenalin + Dialysat. 
Das Dialysat wurde nach 23 Stunden genommen und 5 Minuten lang gekocht. 





Kontrolle A. Griin B. Schwarz 
Zeit 0.4 ecm Ringer 0,45 cem Ringer 0,4 cem Ringer 
0,05 . Adrenalin + 0,05 . Adrenalin + 0,05 . Adrenalin 
+ 0,05 . Dialysat + 0,05 , Dialysat 
Qh 50’ 269.0 , 5 2280 - 218,0 23 
3 00 2710" — |2210,, 9 195,0 15 25 
3 10 265,07 = 210,0 57 5 180,0 55 11 
3 20 258,0 _ 193,0 9 10 168,0 18 5 
f 3 30 254,0 4 184,0 95 5 159.0 i 14 
3 40 25,0 162,0 “" 18 139,0 7 
47:5 = 94.6 62:5 12.4.6 
h, = 564mm hy 74,4 mm 
Dia 
Hj. = h,. K, = 56,4.0,2956 = 11824 Wi 
17736 a 536842 4 cc 
14780 536594 dies 
Hj = 16,67184 emm 2.48 mg bet 
O» OO, 
Hi}, = hg. Ky = 74,4.0,8197 - 12788 
12788 b = 522073 
22379 521770 ‘ 
Co 
Hy, 23,78568 emm 3.03 mg 
16,67184 “i : 
Qo, ai = 7,28emm Oy, pro Std. Ze 
23,78568 ani 
wo 7,85emm Oy, pro Std. 3b | 
O» 3.03 é80cemm Og pri ne 
+ 
‘ ‘ . , - : . Be, 
Um sicher zu gehen, habe ich nochmals meinen Versuch wiederho!t. 1 
indem ich die Wirkung des ungekochten Dialysats, und zwar eines voll £4; 
standig eiweiBfreien, priifte (Versuch 16). Es ergab sich eine gewaltixe 4! 


Steigerung des Sauerstoffverbrauchs gegeniiber der Kontrollésung. 
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Versuch 16. 
Ringer + Adrenalin + Dialysat. 
Das Dialysat wurde nach 25 Stunden genommen und nicht gekocht. 





Kontrolle A. Griin B. Sehwarz 
Zeit 0,4 ecm Ringer 0.45 cem Ringer 04 cem Ringer 
™" +005 ., Adrenalin , +0,05 . Adrenalin +0,05 . Adrenalin 
+ 0,05 . Dialysat +005 . Dialysat 
4h40’ 241.0 233,0 on 208.0 
4 99 Sa 20 a7 36 . > ‘ 
4 59 220,0  “» 197,0 39 16 164.0 0) 24 
5 00 215,9 40 164,0 5g 28 114,0 39 45 
5 10 205,0 1450 ~~ 9 $1.0 “" 23 
53 . 2 92 .2 
h, = 106mm hy = 184 mm 
Hi, = hy. Ky = 186.0,2956 = 17736 a — 536919 
i 29560 586594 
Hy, — 31,3336 emm 3,25 mg 
Hy, = hy. Ky — 184.0,3197 —= 12788 
. 25576 b = 522157 
3197 521770 
Ho, 58,8248 emm 3,87 mg 
? 31,3336 
Qo, 395 9,64 emm Oy, pro Std. 
ae 58.8248 — ; 
Q6, 3 87 15,20 emm ©, pro Std. 


Es schien mir interessant, am Schlu8 noch zu priifen, ob der in das 
Dialysat iibertretende Stoff etwa die bekannte oxydationsf6rdernde 
Wirkung von Natriumlactat zu erhéhen vermége. Zu diesem Zwecke wurden 
4ceem reines, fliissiges Na-Lactat mit 100 cem Wasser verdiinnt und von 
dieser Lésung 0,05 cem der Ringerlésung, in welcher sich der Leberschnitt 
befand, zugesetzt. Das andere System bestand aus der gleichen Lésung plus 
(,.05cem des in friiherer Weise gewonnenen Dialysats von Serum (Versuch 17). 


Versuch 17. 


Ringer Dialysat + Na-Lactat. 
teem Na-Lactat wurden mit 100 cem Wasser verdiinnt, davon 0,05 cem 
zZugesetzt. 





Kontrolle A. Griin B. Schwarz 
Zeit 0,4 cem Ringer 0,45 eem Ringer 0,4 cem Ringer 
- + 0,05 . Dialysat + 0,05 . Na-Lactat + 0,05 . Dialysat 
+ 0,05 . Na-Lactat + 0,05 . Na-Lactat 
3b 50’ 260.0 261.0 981.0 
ace ) aa ae ounn * ie 
4 00 266.0 7 235.0 = 32 250,0 pe 37 
4 10 270,0 7 2 208.0 ££ 31 225,0 on 30 
4 20 275,07 3 181,0 51 32 202,0 3, 27 
¢ aan t+ 2 wan 24 of ~ 31 4. 
4 30 27,0 1 3 157,0 59 26 171,0 16 3% 
4 40 280,0 1 3 135.0 31 25 155,0 33 19 
50 283,0 7 ° 040°" s 22,0 “~ 36 
45 283, 104 34 122.0 36 
h, 180 mm hg 182 mm 
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A 
180,0 . 0,2956 


H 


, 
Os 


182,0 . 0,3197 


Ho, 
53,2080 
4,37 
58,1854 
3.61 


Ve 
Ringer 


. Hodel: 
236480 
2956 
53,2080 emm 
6394 
25576 
3297 


58,1854 emm 


537031 
536594 
4.37 mg 


3,61 mg 


12,171emm 0, pro Std. 


16,10 cmm O, pro Std. 


rsuch 18, 


Dialysat + Na-Lactat. 





Kontrolle d 
0,45 cem Ringer 


0,4 cem Ringer 
+ 0,05 , Dialysat + 0,05 
+ 0,05 , Na-Lactat 


10840’ 
10 40 
10 40 


290,05 214,0 
288,06 185,0 


9790 9 170.0 


hy = 
99 .0,2956 = 


Ho, = 


165 . 0.3197 


Hg, = 


, __ 29,2644 
W ), 2 47 
52,6505 

2,76 


Qé, 


A. Griin 


Na-Lactat 


29 


15 


99 mm 
26604 

26604 

29,2644 emm 
15985 


19082 
3197 


52.6505 emm 


B. Schwarz 


0,4 cem Ringer 
+ 0,05 , Dialysat 
+ 0,05 . Na-Lactat 


224.0 oq 
180,0 5- 37 
ron af > 
158,0 “‘ 18 
55.3 
hy = 165 mm 
536841 
536594 


2.47 mg 


== 522046 
521770 


2,76 mg 


= 11,848 cmm 0, pro Std. 


- 19,80cmm O, pro Std. 


Wahrend der Leberschnitt in der Lésung, bestehend aus Ringer und 


Na-Lactat, pro Milligramm Leber und pro Stunde 11,83 bzw. 12,17 emm 
Sauerstoff verbrauchte, was im Vergleich zu einer bloBen Ringerlosunz 
immerhin eine merkliche Steigerung des Sauerstoffverbrauchs bedeutet. 
wurden die Atmungswerte durch Zusatz von 0,05 ccm Dialysat auf 19,50) 
bzw. 16,10cemm Sauerstoffverbrauch gehoben. Es sind dies die gr6Bten 
Zahlen, die ich iiberhaupt in meiner Arbeit beobachtet habe, woraus her- 
vorgeht, daB auch die oxydationssteigernde Wirkung des Natriumlactats 
durch ein im Dialysat des Serums befindliches Agens verursacht wird 
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Zur besseren Ubersicht bringe ich noch anschlieBend an die Protoko} 
dieser letzten Versuchsreihe eine graphische Darstellung in Stabform, sow 
eine Zusammenstellung der Versuche in einer Ubersichtstabelle. 

Die Untersuchungen, tiber welche ich berichtet habe, fiihren ein 
Schritt iiber die Gordonsche Arbeit hinaus, indem sie lehren, daB in eine: 
Dialysat des Serums ein offenbar in sehr geringen Mengen wirksamer Stoti 
vorhanden ist, welcher das an und fiir sich unwirksame Adrenalin zu einem 
den Sauerstoffverbrauch stark 
steigernden Kérper macht. Diese: 
Stoff ist, wie meine Versuche e: 
geben haben, kochunbestandig. 
vorausgesetzt, das man das Dialysat 
mehrere Minuten lang stark kocht 
Welcher Art der fiir das Atmung: 
system erforderliche K6érper sein 
k6énnte, dariiber kann ich auf Grund 
meiner vorliegenden Untersuchung 
nur eine Vermutung auBern. Es 
diirfte wohl ein labiler organische: 
Koérper sein; labil, weil er nach 
5 Minuten Kochen seine Wirkunyg 
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Reihenfolge der Versuche verliert. Man wird daran denken. 
daB er méglicherweise zu der Art von 
Koérpern gehért, die man als Co 
Enzyme der Atmung_ bezeichnet. 


Abb. 1. 


Zusammengefat ist der Inhalt meiner Arbeit der nachfolgende : 

1. Es wurde mit Hilfe des Warburgschen Atmungsapparates unter- 
sucht, welches die Natur des Kérpers sein kénnte, der in Serum voi 
handen ist und der erforderlich ist, damit Adrenalin an einem isolierten 
Gewebsschnitt eine starke Oxydationssteigerung veranlaBt. — 2. Es 
ergab sich, da dieses Agens in das Dialysat des Serums iibergeht und 
auch dann noch in geringen Mengen wirksam ist. — 3. Kurzdauerndes 
Kochen hebt die Wirksamkeit nicht auf, wohl aber Kochen von 5 Minuten 
Dauer. — 4. Das im Dialysat vorhandene Agens vermag auch ic 
Wirksamkeit von Na-Lactat auf den Sauerstoffverbrauch wesentlich 
zu erhéhen, woraus folgt, da8 der im Dialysat vorliegende Aktivato: 
der Atmung kein auf Adrenalin spezifisch eingestellter K6rper ist. 
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Uber die Methoden zur Bestimmung 
von gesittigten Sterinen neben ungesittigten, besonders 
Dihydrocholesterin und Koprosterin neben Cholesterin. 


Von 
H. Dam. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Kopenhagen.) 


(Einaegangen am 14, Dezember 1935. 


Zu diesem Zweck liegen bereits verschiedene Methoden vor, die 
mehr oder weniger gut durchgepriift sind, und zwar 1. Jodzahlmethoden 
and 2. die Bromdigitoninfallung nach Schénheimer (1). 


Eine Vorbedingung fiir die Verwendbarkeit von Jodzahlmethoden ist. 
daB das Steringemisch vollkommen frei von anderen Stoffen gewonnen 
werden kann. Wenn nur kleine Mengen der Sterine vorliegen, ist diese 
Bedingung nicht leicht zu erfiillen, wenn man die Sterine durch Xylol- 
extraktion der Digitonide isolieren will, weil gleichzeitig schwerfliichtige 
Stoffe aus Verunreinigungen im Xylol entstehen (2). Bei gr6éBeren Mengen 
kann diese Fehlerquelle dagegen fast ausgeschaltet werden. Etwas giinstiger 
stellt sich die Sache, wenn man die Spaltungsmethode mit Pyridin und 
Ather benutzt (3), obwohl es auch hier mit Schwierigkeiten verbunden ist, 
kleinste Mengen (wenige Milligramm) ganz rein zu erhalten. Die nichste 
Bedingung ist, daB die benutzte Jodzahlmethode gut reproduzierbare Werte 
liefert, die in der Nahe der theoretischen Jodzahlen der betreffenden Sterine 
liegen. Die Anwendbarkeit der gew6hnlichen Jodzahlreagenzien gegenitiber 
Cholesterin (und zum Teil auch Koprosterin) ist seinerzeit von mir empirisch 
untersucht worden [(4), wo auch die friihere Literatur zitiert ist]. Spéter 
haben sich Copping (5) und Smedley Mac Lean (6) [vgl. auch friithere Arbeiten 
von Mac Lean und Mitarbeiter (7)], Reindel u. Niederldnder (8), Page, 
Pasternack u. Burt (9), Schénheimer (1), Werner (10), Yasuda (11) und 
Ralls (12) mit diesem Thema beschaftigt. Dadurch wurden teils meine 
Charakterisierung der verschiedenen Methoden bestitigt und teils gewisse 
theoretische Folgerungen iiber die Ursache der UnregelmaBigkeiten er- 
méglicht. 

Das Ergebnis aller dieser Untersuchungen kann folgendermaBen zu- 
sammengefaBt werden: 

Hiibls Reagens gibt mit Cholesterin Jodzahlen tiber 70, und diese 
Zahl steigt allmahlich mit der Reaktionszeit und mit steigendem Halogen- 
iiberschuB. (Die theoretische Jodzahl fiir Cholesterin ist 65,6.) Die Ursache 
der Abweichung ist Substitution (Werner). Eine einfache Korrektion fiir 
die Substitution, z.B. durch Bestimmung der beim SubstitutionsprozeB 
frei werdenden Halogenwasserstoffsiure, laBt sich nicht ausfiihren, weil 
die Saure teilweise durch Veresterung gebunden wird. Wallers Reagens 
reagiert langsamer mit Cholesterin als Hiibls Reagens. Die Finwirkung 
hért aber nicht beim theoretischen Wert auf. Winklers Methode (in der 
gewohnlichen Makro-Ausfiihrungsform) gibt mit Cholesterin theoretische 
Zahlen, mit Koprosterin, wo die theoretische Zahl Null ist, gibt die Methode 
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stark schwankende Werte, die bis in die Nahe der theoretischen Zahl fii 
Cholesterin reichen kénnen. Hanus Reagens gibt fiir Cholesterin einige: 
maBen konstante Zahlen in der Nahe von 70, wenn ein sehr reichliche: 
Halogentiberschu8 (iiber 200°.) vorhanden ist. Rosenmund und Kuhn 
henns Methode (Pyridinsulfatdibromid in Eisessig -+- eine Chloroforn 
lésung des Sterins) gibt mit Cholesterin Zahlen, die wenige Einheite) 
von der theoretischen abweichen und nur wenig vom Halogeniibe: 
schu8 und von der Dauer der Einwirkung beeinfluBt werden. Mit 
Koprosterin und Dihydrocholesterin erhailt man (nach Schénheimer 
Zahlen zwischen 0 und 3. Fiir Ergosterin eignet sich das Reagens nicht 
(Smedley Mac Lean). 


Birger und Winterseel (13) und Biirger und Oeter (14) bestimmten 
den Sattigungsgrad des Steringemisches aus Fiizes mit Hilfe einer modi- 
fizierten Winklerschen Methode. (Die Schwierigkeiten, die mit der 
Makromethode verkniipft sind, kannten sie anscheinend nicht.) Dic 
Modifikation besteht darin, daB man n/100 anstatt n/10 Kaliumbromat 
verwendet, und ubrigens verfihrt wie im D. A. B. 6 beschrieben, d. h. 
man versetzt nach zweistiindiger Einwirkung mit Natriumarsenit im 
Uberschu8 und titriert mit n/100 Bromat zuriick (anstatt n/10 wie 
im D. A. B. 6). Als Indikator wird Indigocarmin benutzt. In ihrer 
letzten Arbeit teilen Birger und Winterseel mit, daB die Einwirkung 
bei 0° erfolgen soll, und in dieser Ausfiihrungsform wurde die Methode 
auch von Bischoff in Zusammenarbeit mit Beumer (15) benutzt. Die 
Anwendung von verdiinnteren Lésungen (n/100) ist schon deswegen 
notwendig, weil man sonst allzu groBe Mengen von Sterin (etwa 500 mg) 
verwenden mu8. In ihren ersten Arbeiten fanden Biirger und Winterseel 
fiir Cholesterin die Jodzahl 68,3, und sie gingen davon aus, daB Kopro- 
sterin die Jodzahl Null geben wiirde. Spater haben sie fiir Koprosterin 
9,3 bis 9,9 gefunden, wahrend ein Dihydrocholesterinpraparat von der 
Firma Merck eine viel gréBere, nicht niher angegebene Menge Jod 
aufnahm. Bischoff bestimmt gleichzeitig mit jeder Analyse die Jod 
zahl von reinem Cholesterin und berechnet den Analysenwert in Pro- 
zenten der gefundenen Jodzahl fiir Cholesterin. Beuwmer und Bischoj/ 
fanden fiir Dihydrocholesterin die Jodzahl Null. 


Um zu ermitteln, ob die Winklersche Methode in der beschriebenen 
Ausfiihrungsform wirklich zu besseren Werten fiihrt als die gew6hnliche 
Makromethode, habe ich eine Reike Bestimmungen genau nach det 
Vorschrift von Biirger und Winterseel (mit Vorkiihlung der Lésungen 
auf 0°, bevor KBr zugesetzt wurde) ausgefiihrt. Die Zahlen sind in 
der folgenden Tabelle angefiihrt. Uher die Methode sei iibrigens 
bemerkt, daB eine jodometrische ‘Titrierung insofern vorzuziehen ware. 
als man dadurch einen scharferen Umschlag bekommen wiirde. Innerhal) 
von 0,2.ccm ist der Umschlag noch zu erkennen. Der Umschlag ist 
ein wenig von der Indikatormenge abhangig. 
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Halogeniiberschufi 
in °/9, wenn das 
gesamte Sterin 

mg Cholesterin wire 


ecm n 100 Sterin 
Bromat bei der Jodzahl 
Riicktitration 


28,2 50.1 69,5 100 

31,95 58,2 66 

ke . 24,7 a 305 
pers Fo 61,6 62 


Cholesterin 
\oprosterin ” 
Blindprobe 


26,4 266 
50,8 97 
57,4 8 75 

7,6 98,0 2 

25,8 

25,9 

* Schmelzp. 100 bis 101°, aus Menschenkot hergestellt. 

** Schmelzp. 141°, hergestellt aus Gallensteincholesterin mittels Platin und Hy». 


ihydrocholesterin * 


Blindprobe 


Zu jedem Ansatz wurden 50 cem n/100 Kaliumbromat verwendet, 
fiir die Blindproben aber nur 25 ccm, Reaktionszeit 2 Stunden im Kis- 
schrank bei etwa 1°. Im iibrigen wird auf die Arbeit von Birger und 
Winterseel hingewiesen. 

Aus den Zahlen geht hervor, da die Methode tatsachlich repro- 
duzierbare Werte liefert, die wenig von dem HalogeniiberschuB be- 
einfluBt werden. Die Jodzahlen fiir Dihydrocholesterin und Kopro- 
sterin liegen bei dieser Methode bei 6 bis 9. Zur Bestimmung von 
kleinen Mengen (1 bis 2°.) gesattigten Sterins neben Cholesterin eignet 
sich die Methode nicht. 

Den Jodzahlmethoden iiberlegen ist die von Schénheimer (1) ein- 
gefiihrte Digitoninfallung nach Bromzusatz, wodurch nur gesattigtes 
Sterin gefallt wird, weil die Bromide der ungesittigten Sterine keine 
schwerléslichen Additionsverbindungen mit Digitonin liefern. Bei dieser 
Methode ist die Unsicherheit nicht viel gréBer als die Unsicherheit 
einer Digitoninfaliung. In bezug auf die Ausfiihrung wird auf die 
Originalarbeit von Schdnheimer verwiesen. Eine Durchpriifung der 
Schénheimerschen Methode ergab, daB es méglich war, in folgenden 
Fallen den Sattigungsgrad mit einer Unsicherheit von 1 bis 2° in 
bezug auf das Gesamtsterin zu bestimmen: 

Dihydrocholesterin allein (gef.: 98,4°,). 

Koprosterin allein (gef.: 98,7°,). 

Cholesterin aus Gallensteinen: 

a) Zehnmal aus Alkohol umkristallisiert (gef.: 1,5°,). 

b) Nur einmal umkristallisiert (gef.: 1,4 °,). 

c) Dasselbe Praparat wie a) nach Behandlung in der von Schén- 
heimer (1) angegebenen Weise zur Herabsetzung des Gehalts an gesattigtem 
Sterin (gef.: 0,5°,). 
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Gemische von: 


Dihydrocholesterin + Cholesterin ber.!: 78,4°5, gef.: 77,8°%. 
Koprosterin + Cholesterin. 


Ber.: 50°: gef.: 49,1°%; 
9 719.2% 79% . 


)s or * os 


x SRG »  88,2%. 


Die Proben mit ,,reinem*S Gallensteincholesterin waren zu 400 mg in 
40 cem Alkohol gelést. Nach Abfiltrieren von Cholesterindibromid wurde 
mit 6cem 1l°,iger Digitoninlésung 48 Stunden gefallt. Die Probe mit 
50°, Koprosterin schied gleichfalls reichlich Cholesterindibromid aus, das 
abfiltriert werden mute. Wegen der Leichtléslichkeit des Koprosterin 
digitonids wurde die Probe als 1° ,ige Lésung angesetzt und erst nach 
dem Abfiltrieren des Dibromids mit dem Waschalkohol auf !/,°, verdiinnt. 
Die anderen Proben wurden als 1/,°,ige Lésungen angesetzt und schieden 
kein Dibromid aus. Die Menge des Sterins in den Proben (mit Ausnahme 
derjenigen mit ,,reinem*' Gallensteincholesterin) war so gewahlt, dafi- un- 
gefahr 100 mg Sterindigitonid zur Wagung gelangte. Mit Ausnahme der 
Kalle mit reinem Gallensteincholesterin wurden immer gleichzeitig Fallungen 
ohne Brom zur Bestimmung der gesamten Sterinmenge vorgenommen. Als 
Waschfliissigkeit wurde fiir die Proben mit Koprosterin eine gesattigte 
Koprosterindigitonidlésung in Alkohol verwendet, in den tibrigen Fallen 
Alkohol allein. Der Digitoniniiberschu8 betrug 50°,. Der Alkohol war 
96 Cig. 


Die Frage, ob kleine Mengen von Koprosterin neben Cholesterin 
wiedergefunden werden kénnen, ist von besonderer Bedeutung. 


Die Arbeiten von Schénheimer, v. Behring, Hummel und Schindel (16), 
die zur Entdeckung einer geringen Menge Dihydrocholesterin in ge- 
wohnlichem Cholesterin fiihrten, gingen urspriinglich darauf aus zu 
untersuchen, ob Koprosterin zusammen mit Cholesterin auBerhalb des 
Darmes vorkommt. Es ist aber wahrscheinlich, da} kleine Mengen 


Koprosterin sich den Nachweis wegen der verhaltnismaBig betracht- 
lichen Léslichkeit des Digitonids entziehen. Eine nahere Untersuchung 
dieser Frage wurde in folgender Weise ausgefiihrt. 


Eine bei 0° gesiaittigte Lésung von Cholesterindibromid wurde in Por 
tionen von je 20cem geteilt (die Lésung enthielt die von Schénheimer 
nachgewiesene geringe Menge Dihydrocholesterin und war gewonnen durch 
Zusatz von Brom zu einer !/,°,igen Lésung von Cholesterin in 96 °,igem 
Alkohol, zweistiindiges Stehen bei 0° und Abfiltrieren des Dibromids). Die 
verschiedenen Portionen wurden mit wechselnder Menge von Koprosterin 
in Form einer 0,75°,igen Lésung in 96° igen Alkohol versetzt und mit 
Digitonin gefallt. Die folgende Tahelle gibt an, wie viel Koprosterin 
gefunden werden konnte. Zum Vergleich wurde ein Versuch mit Alkohol 
ohne Dibromid angestellt. 


' Bei der Berechnung des Sattigungsgrades der Gemische sind die fiir 
die ,,reinen** Substanzen gefundenen Zahlen zugrunde gelegt. 
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Serie 1 Serie 2 Serie 3 
3ecem Digitonin 6cem Digitonin 20cem Digitonin 
Fillungszeit 20 Std. Fallungszeit 42 Std. Fallungszeit 47 Std. 





Koprosterin mg oad Kopro- , Kopro- . Kopro- 
pro 20cem Gesamt- sterin Gesamt- sterin Gesamt- sterin 


sterin wieder- sterin wieder- sterin wieder- 


gefunden! gefunden Sefunden | gefunden gefunden gefunden 


mg mg %, mg mg 0 mg mg %p9 


2,62 3,26 | 3,07 
2.87 | 0,25 | 2: S74 8,50 | 0,4 40 
2.99 | 0,37 
3.68 O58 19 
3.70 1,08 
5 3,20 
10 6,78 
Alkohol ohne Dibromid: 
3mg Koprosterin 0,1 3 2,01 | 67 0,29 10 


Zur Herstellung der Koprosterinlésung waren pro 20 cem 100 mg 
Cholesterin verwendet worden. Die angegebenen Milligramm Kopro- 
sterin entsprechen also ebenso vielen Prozenten im Verhaltnis zum 
Cholesterin. Die Untersuchung zeigt, daB die Bestimmung einer ganz 
geringen Menge Koprosterin neben dem Cholesterin mit einer an- 
nehmbaren Genauigkeit nicht mdéglich ist. 

Ks ware naheliegend durch Anwendung eines verdiinnteren Alkohols 
(z. B. 80 Vol.-°%) die Methode empfindlicher zu machen, weil die Léslich- 
keit der Digitonide durch Wasser herabgesetzt wird. Mit dieser Ab- 
inderung gab die Methode folgende Resultate: 





6eem Digitonin, Fillungszeit 48 Std. 


78°), Alkohol 80°), Alkohol 
Koprosterin t ‘3 ‘ : er eee ee ee ES eee er 
mg pro 20 cem Gesamtsterin 
gefunden 


Koprosterin 
wieder- 
gefunden 


Koprosterin 
wieder- 
gefunden 


Gesamtsterin 
gefunden 


mg mg O'5 mg mg 0}, 


0 10,35 9.3 
3 12,0 55 10,7 1,4 47 


Alkohol ohne Dibromid: 
3 mg Koprosterin | 2.8 96 280 93 


Die Verwendung von ungefihr 80°,igem Alkohol bewirkt somit 
eine bessere Ausfallung des Koprosterin-Digitonids aus reinem Alkohol ; 
das Wiederfinden kleiner Mengen Koprosterin in einer Cholesterin- 
dibromidlésung gestaltet sich aber nicht giinstiger als in 96° ,igem 
Alkohol. Es ist bemerkenswert, daB die Methode mit verdiinntem 
Alkohol sehr hohe Werte fiir gesattigtes Sterin liefert. Die Ursache 
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dafiir ist in einer bisher unbekannten Fehlerquelle der Methode zi 
suchen. 

Durch Spaltung des aus 80°%igem Alkohol gefallten Digitonid 
mit Pyridin und Ather und Ausfiihrung der Salkowski-Reaktion an dem 
frei gemachten Sterin wird die Schwefelséure rotbraun und das Chloro- 
form schwach gelb, bei Anwendung von 90 %iger Saéure geht die Farbe 
nicht in das Chloroform tiber. Es ist wahrscheinlich, daB diese Reaktion 
durch Cholesterinoxyd hervorgerufen wird, das durch Einwirkung 
von Brom in wisserigem Alkohol auf Cholesterin entsteht. Um 
dieses niher zu untersuchen, wurden zwei Proben von je 2 bis 3g 
Cholesterin nach Brombehandlung in 96- bzw. 80° igem Alkoho! 
gefallt. Die Digitonide wurden mit Pyridin und Ather gespalten 
und nochmal mit Brom und Digitonin (in 96° ,igem Alkohol) gefallt, 
um eine geringe Verunreinigung mit Cholesterin auszuschlieBen. An 
den umgefallten Digitoniden wurden teils eine Léslichkeitsbestimmung 
in absolutem Methylalkohol! und teils, nach Freimachung der Sterine 
mit Pyridin und Ather, eine Salkowski-Reaktion angestellt. Bei der 
Salkowski-Reaktion wurde die Schwefelsiure in beiden Proben braun 
(anscheinend starker in der mit 80 °%,igem Alkohol behandelten Probe). 
Die Léslichkeitsbestimmungen ergaben pro 2ccm Lésung bei 25°: 

Aus 96° igem Alkohol, umgefallt ....... =... =. 14mg 

Aus 80°,igem Alkohol, umgefallt . . . . . Site ae. pee 

Zum Vergleich: 

Dihydrocholesterindigitonid . . . . . 2. 1. 6 ee eee 9,2 mg 

a-Cholesterinoxyddigitonid, ungefihr . . 27 

TQOPORUOMIBGIOIOODIG 5 Gi oe kes ee se 8 + te oe WAGE 43 


. 


Es ist also ein betrachtlicher Unterschied in der Léslichkeit, je 
nachdem die Brom-Digitonintaillung in 96- oder 80°%,igem Alkohol er- 
folgt. Die Loslichkeiten stimmen damit iiberein, daB es sich in beiden 
Fallen um Gemische von Dihydrocholesterin- und einem leichter lés- 
lichen Digitonid handelt und da8 die leichter lésliche Komponente in 
gréBerer Menge in dem aus 80% igem Alkohol gefallten Digitonid vor- 
handen ist. 

Der Schmelzpunkt des umgefallten und aus dem Digitonid frei 
gemachten ,,Sterins“, das urspriinglich aus 80°%igem Alkohol gefallt 
wurde, war sehr unscharf. Durch Umkristallisieren erhielt man Kri- 
stalle, die bei der Salkowski-Reaktion die Schwefelsiure braun mit 
griiner Fluoreszenz, das Chloroform aber nur gelb farbten. Bei An- 
wendung von 90 %,iger Saure ging die braune Farbe nicht in das Chloro- 
form iiber. Der Schmelzpunkt war 100 bis 108°. Das Acetat, das durch 
einstiindiges Kochen von einem Teil der Kristalle mit Essigsaure- 


1 Nach der Methode von H. Dam, J. of biol. chem. (im Druck). 
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anhydrid, Eindampfen und einmaliges Umkristallisieren aus Alkohol 
gewonnen wurde, schmolz bei 104 bis 108°. 

Fiir (unreines) £-Cholesterinoxyd ist von Westphalen (17) 100 bis 
110°, fiir «-Cholesterinoxyd 140 bis 141°, fiir B-Oxydacetat 114° an- 
ygegeben worden. 

DaB so groBe Mengen bisher unentdeckter Begleitsubstanzen (un- 
gefahr 10°.) im Cholesterin préformiert vockommen sollen, muB als 
ausgeschlossen betrachtet werden, unter anderem wegen des ziemlich 
scharfen Schmelzpunktes (das Praparat war einmal umkristallisiert 
worden und hatte den Schmelzpunkt 147°). Eine andere Frage ist, 
ob das Cholesterin im Organismus von einer Spur Oxyd begleitet ist, 


die vielleicht die griine Fluoreszenz in der Schwefelsiure bei der Sal- 


kowski-Reaktion verursacht. Diese Frage ist vorlaufig nicht unter- 
sucht worden. 
Zusammenfassung. 


Die Methoden zur Bestimmung des Sattigungsgrades eines Sterin- 
gemisches (besonders aus Cholesterin, Dihydrocholesterin und Kopro- 
sterin) werden kritisch besprochen mit besonderer Riicksicht auf die 
Jodzahlmethode von Birger und Winterseel und die Brom-Digitonin 
fallungsmethode von Schénheimer. 
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Uber den Einflub gesteigerter Vitamin-D-Zufuhr 
auf den Glutathiongehalt des Blutes. 


(Zugleich ein Beitrag zur Methodik und zum Verhalten 
des Glutathions im Hungerzustand.) 
Von 
Heinz Hesse. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Eingegangen am 14, Dezember 1935.) 


Da durch die Arbeiten verschiedener Autoren!:?:*)* eine Beein- 
flussung der Oxydationsvorginge im Sinne einer Anregung des 
gesamten oxvdoreduktiven Stoffwechsels im Kérper durch Zufuhr 
von Vitaminen festgestellt worden war, sollte die Frage gepriift werden, 
ob ein VitamineinfluB auf den Zellstoffwechsel durch Beobachtung 
eines bekannten oxydoreduktiven Systems, wie das Glutathion, nach- 
weisbar ist, und ob vielleicht Veranderungen des Glutathiongehalts 
im Blute als Kennzeichen einer vorhandenen Unter- oder Ubervitamini- 
sierung gelten kénnen. Derartige Messungen diirften insofern auch 
von besonderer Bedeutung sein, als die Vitamine nicht allein dic 
lebensnotwendigen Erganzungsstoffe sind, deren Fehlen die charak- 
teristischen Symptombilder der verschiedenartigen Avitaminosen hervor- 
rufen, vielmehr ihnen eine weit umfassendere Bedeutung zukommt. 

Insbesondere geben die Untersuchungen von Jusatz®,6 iiber die Beein- 
flussung der katalatischen Fiahigkeit des Blutes durch verschiedenartige 
Vitaminzufuhr, besonders durch das Vitamin D, Anla®B zur Priifung de: 
Frage nach einer Beeinflussung des Blutglutathionspiegels durch das 
Vitamin D, um so mehr, als in verschiedenen klinischen Arbeiten™: 8.9 iiber 
einen Parallelismus der Blutkatalase und des Glutathions berichtet wird. 


Bei der noch nicht geniigend geklarten Bedeutung des Glutathions 
fiir die Oxydationsvorginge diirfte die Priifung dieser Fragestellung 
gleichzeitig ein Beitrag zu der von Gabbe!® dem Glutathion zuge- 


sprochenen Bedeutung sein. 


Kine direkte Einwirkung der Nahrungsaufnahme, im besonderen auch 
der Art der Nahrung auf den Glutathiongehalt, konnte Gabbe nicht beol- 


1 Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chem. 1931. — * Stepp-Kiihnau, 
Miinch. med. Wochenschr. 1933. — * Freudenberg, Monatsschr. f. Kinde 
heilkde. 370, 1921; Jahrb. f. Kinderheilkde. 91, 201, 207, 1920. — * Gyérqy. 
Jahrb. f. Kinderheilkde. 94, 55, 1921. — ® Jusatz, Klin. Wochenschr. 1982. 
S. 1501. 6 Derselbe, Zeitschr. f. exper. Med. 87, 529, 1933. — 7 Ansel- 
mino-Hoffmann, Klin. Wochenschr. 1981, 8S. 97. — 8 Bach-Korpass), 
ebenda 1931, S. 2312. — ® BE. M. Bach u. Er. Bach, diese Zeitschr. 236. 
174, 1931. 10 Gabbe, Klin. Wochenschr. 1929, S. 2077. 
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achten. Demgegeniiber haben Galvao und Cardosa' in ihren Versuchen 
gefunden, daB im Hungerzustand der Glutathiongehalt der Muskeln und 
der Leber stark vermindert war. Diese Autoren priiften auch die Frage 
einer Abhdngigkeit des Glutathiongehalts von der Vitaminzufuhr. Sie fanden in 
den Lebern B-avitaminotischer Tiere den Glutathiongehalt genau so grok 
wie in normalen Organen. Geringfiigige Erhéhungen bzw. wenig Ver- 
anderungen des Glutathiongehalts von Organgeweben beim Meerschwein- 
chen wurden von Ryoji Sato und Shinsuke Ohata? bei vitamin-C-freier 
Kost beobachtet. 
Beitrag zur Methodik. 


Die Glutathionbestimmungen wurden sowohl nach der von Gabbe® 
angegebenen als auch nach der von King-Baumgartner- Page* beschriebenen 
und von Moncorps und Schmid® modifizierten Methodik vorgenommen. 

Im Laufe meiner zahlreich vorgenommenen Bestimmungen habe ich 
beide Methoden nebeneinander angewandt und sie hinsichtlich ihrer Brauch- 
barkeit fiir Reihenuntersuchungen im Tierversuch vergleichen kénnen. 
Die einfache EnteiweiBung mittels Trichloressigsiure nach King-Baum- 
gartner-Page* in der von Moncorps und Schmid® angegebenen Modifikation 
gegeniiber der EnteiweiBung nach Folin® wird sich bestimmt im klini- 
schen Betrieb Eingang verschaffen, da sowohl bei der Herrichtung der 
Ausgangsfliissigkeit als auch beim Durchfiltrieren ein viel geringerer Zeit- 
aufwand erforderlich ist. Als besonders nachteilig empfand ich, daB bei 
der Jodtitration der Endpunkt nicht deutlich ausgeprigt war. Dadurch 
ergaben sich selbst bei gleicher Zulaufsgeschwindigkeit bei Doppel- 
bestimmungen weit gréBere Differenzen als bei der Gabbeschen Methodik. 
Bei letzterer erhalt die mit Salzsiure und Kaliumferricyanidlésung ver- 
setzte Vorlage des Blutfiltrats nach Zusatz von Zinksulfat-Kaliumjodid- 
Kochsalzlésung ein triibes' Aussehen, das bei Titration mit n/200 Natrium- 
thiosulfatl6sung einen besseren Farbumschlag von blau in farblos erkennen 
1aBv. 

Um bei der Gabbeschen Methode an ein und demselben Filtrat je zwei 
Bestimmungen vornehmen zu kénnen, titrierte ich in der Vorlage stets 
12,5cem Blutfiltrat mit einer eigens hierzu angefertigten, geeichten Voll- 
pipette. Wegen des ziemlich groBen, bei EnteiweiBung nach Folin erzielten 
Filterriickstandes ist es nicht médglich, annahernd 50 ccm Blutfiltrat zu 
erzielen. Dadurch ist die Ausfiihrung von zwei Filtrationen mit Je 25 cem 
Vorlage wie Gabbe (a.a.O.) angibt — unmédglich. AuBerdem wihlte 
ich gerade 12,5 eem Filtrat, da dann sowohl die Umrechnung des Glutathion- 
gehaltes fiir 1cem Blut als auch das Abpipettieren von | cem Zinksulfat 
Kaliumjodid-Kochsalzlésung, Salzsiure und Ferricyankaliumlésung sehr 
einfach ist. Bei den nach der Methodik von Gabbe ausgefiihrten Glutathion- 
bestimmungen titrierte ich nicht mit n/200, sondern mit n/400 Thiosulfat- 
losung. Dadurch gibt die Ablesung an der Mikrobiirette genauere Werte. 


Zur Beantwortung der Frage, ob sich bei Anwendung einer n/200 
Thiosulfatl6sung gegeniiber der Titration mit n/400 Thiosulfatlésung aus- 


' Galvao u. Cardosa, Pfliigers Arch. 229, 422, 1932. — * Sato u. Ohata, 
Biochem. J. 14, 325, 1931: Chem. Centralbl. 1932, 1, 2062. 3 Gabbe, 
Klin. Wochenschr. 1929, S. 2077. — 4 King, Baumgartner u. Page, diese 
Zeitschr. 217, 389, 1930. 5 Moncorps u. Schmid, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 205, 151, 1932. 8 Rona, Prakt. d. physiol. Chem. IT. Teil, 5. 161. 
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schlaggebende Differenzen ergaben, stellte ich mit beiden Lésungen an ein 
und demselben Filtrat mehrere Kontrollversuche an. Hierbei erzielte ich 
sehr gut iibereinstimmende Ergebnisse. Die in dieser Weise ausgefiihrten 
Bestimmungen ergaben bei Kontrollversuchen Unterschiede von héchstens 
0,025 cem und meistens noch weniger ccm n/400 Natriumthiosulfatlésung. 
Ks mu8B dabei jedoch noch beriicksichtigt werden, daB die Titrationsdifferenz 
aus Leer- und Hauptversuch noch durch 2 dividiert werden muB, da das 
Glutathionaiquivalent von Gabbe fiir n/200 Thiosulfatlésung errechnet 
worden ist. Bei Doppelbestimmungen nach .Woncorps und Schmid erhielt 
ich stets weit gréBere Abweichungen der Einzelbestimmungen sowohl de 
Voll- als auch der Leerversuche voneinander. 

In der Tabelle I und II habe ich von fiinf beliebigen Doppel- 
bestimmungen nach beiden Methoden je zwei Titrationswerte ein und des- 
selben Filtrats bzw. die Ergebnisse der Leerversuche gegeniibergestellt. 
Hierbei hatten die Leerversuche nach Gabbe eine Fehlergrenze von 
héchstens 3°. In mehreren Bestimmungen priifte ich beide Methoden 
nebeneinander. Dabei traten nochmals gréBere Abweichungen mit der 
Moncorps-Methode auf, so daB ich auf die Wiedergabe dieser Be- 
stimmungen verzichten mu8 und in den Tabellen IV und V lediglich die 
mit der Gabbeschen Methode erhaltenen Werte anfiihre. Es ist durchaus 
méglich, daB mit den beiden Methoden nicht dieselben jodreduzierenden 
Bestandteile des eiweiBfreien Blutfiltrats erfaBt werden. Gabbe schreibt 
z. B., ,,daB bei EnteiweiBung mit Trichloressigsiure das im nativen 
Blute vorhandene Verhaltnis zwischen SH- und SS-Formen erhalten 
bleibt, wahrend bei EnteiweiBung mit Wolframsiure stets alle Disulfid- 
formen reduziert werden‘. Vom Standpunkt des Chemikers 1a8t sich 
diese Theorie nicht halten; denn die in die Vorlage durch die Ent- 
eiweiBung nach Folin gebrachte Wolframsaure liegt in ibrer héchsten 
Oxydationsstufe vor. Ich halte deshalb eine Reduktion der Disulfid- 
gruppen des Glutathions fiir ausgeschlossen. 


Tabelle II. Nach King-Baum- 
Tabelle I. Nach Gabbe. gartner - Page. 








Titrationswerte Titrationswerte 
sriiasneeniningiisdaiiilamesisciagnensiteall Bun aaa ils a EN BL 
1 2 1 2 


1,28 1,31 1,96 3,25 3,73 4,36 
1,31 1,34 1,93 3,42 3,88 4,26 
1,26 1,29 1,96 3,56 3,85 4,72 
1,33 1,34 1,95 3,34 3,96 4,29 
1,23 1,24 1,96 3,40 3,91 4,79 


sce 


4,64 
I. 


Untersuchungen. 


Fiir die Versuche wurden zehn gleichaltrige Kaninchen ausgesucht : 
davon dienten sieben fiir die Haupt- und drei fiir die Kontrollversuche. 
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Yor Versuchsbeginn befanden sich alle Tiere in gutem Allgemeinzustand. 
thr mittleres Gewicht betrug 2192 ¢. Bei allen Versuchen wurden die 
Blutentnahmen aus der Ohrvene fiir Glutathiontitration und Bestimmung 
der Erythrocytenzahl in der Zeiss-Thomaschen Kammer im Niichtern- 
zustand der Tiere am gleichen Versuchstage 12 Stunden nach der letzten 
Futterung vorgenommen. AuSerdem wurden die Kaninchen regelmabig 
vor der Morgenfiitterung gewogen, um die Gewichtsentwicklung zu beob- 
achten. Die Mangelfutterperiode hatte auf die Gewichtskurve keinen 
KinfluB. 

In Anlehnung an die bereits vorliegenden tierexperimentellen Arbeiten 
von Pfannenstiel', Pfannenstiel und Scharlau®, Jusatz*, Pfannenstiel und 
Jusatz* wurde das gewohnliche vitaminhaltige Stallfutter durch eine Mangel- 
fiitterung ersetzt. Die Tiere erhielten morgens stets die gleiche Menge mit 
Wasser angeriihrte, 1 Stunde lang im Autoklaven bei 120° trocken erhitzte 
Weizenkleie. Abends wurde in der gleichen Weise autoklavierter Hafer 
verfiittert. Auer der als Streu dienenden Menge Heu erhielten die Tiere 
kein vitaminhaltiges Futter. Durch diese vitaminarme, aber an und fiir 
sich vollwertige Grunddiat, sollten nach Moéglichkeit stérende Einfliisse 
der Ernihrung und insbesondere anderer Vitamingruppen ausgeschaltet 
werden, um die Wirkung bestrahlten Ergosterins auf den Glutathiongehalt 
des Blutes beobachten zu kénnen. 


Nach der Vorbereitung mit Mangelkost begann ich mit ganz langsam 
steigenden Gaben von Vitamin D in Form des standardisierten Vigantols®. 


Die Dosierung ist aus Tabelle III ersichtlich. 


Tabele IIT. 





: mg bestrahltes " . . : 
Versuchstag pete in cem Sesamiil Anzahl Tropfen Priiparat 


je 0,024 0,08 
, 0,036 0,12 
0,060 0,20 
0,12 0,50 Ne See 
0,30 1,00 ! ~— 
0,60 2,00 50000 1.-E. 

0,90 8,00 
0,30 1,00 
0,60 2,00 
0,90 0,30 7—! 
1 080 a e-—— 

aa a os | trierter Lisung 
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1 Pfannenstiel, Miinch. med. Wochenschr. 1931, S. 775: Zeitschr. f. 
exper. Med. 77, 218, 1931. — ® Pfannenstiel u. Scharlau, Beitr. Klin. Tbk. 
#3, 351, 1930; Zeitschr. f. exper. Med. 71, 465, 1930; Miinch. med. 
Wochenschr. 1930, S. 619. — * Jusatz, Klin. Wochenschr. 1982, S. 1501; 
Zeitschr. f. exper. Med. 87, 529, 1933. — 4 Pfannenstiel u. Jusatz, Zeitschr. 
f. exper. Med. 90, 540, 1933. — * Das Praparat soll nach Angaben der 
Firmen E. Merck und I. G. in 1 cem Sesamél 0,3 mg_ kristallisiertes 
Vitamin D enthalten und in 1 mg des reinen kristallisierten Praparates 
10000 internationale Einheiten. 





H. Hesse: 


Vor Beginn der Vigantolzufiitterung bestimmte ich bei allen Tieren 
den Gehalt des Blutes an Glutathion. Die Glutathionquotienten (Gabh 
wiesen bei Normalfutter und nach 25tagiger Fiitterung mit der be 
schriebenen Mangelkost ausnahmslos keine gréBere Schwankungsbreit: 
als 10°, auf. Nach Darreichung der angegebenen Vigantolgaben 
wurde der Blutglutathionspiegel in verschieden groBen Abstinden bei 
den einzelnen Tieren bestimmt und keine wesentlichen Veranderungen, 
jedenfalls keine ausgesprochenen Erhohungen gefunden. Leider traten 
durch die dauernden groBen Olgaben FreBunlust und Darmschadigungen 
ein, an denen drei Versuchstiere eingingen!. 

Um nicht auch noch die brig gebliebenen Versuchstiere durch ein 
derartige unerfreuliche Olschaédigung zu verlieren, und um das Verhalten 
des Glutathions im Blute bei Vitamin-D-Uberdosierung zu beobachten 
verwandte ich fiir die weitere Fiitterung ein Konzentrat, das mir die chemi 
sche Fabrik E. Merck, Darmstadt, aut besonderen Wunsch als zehnfach 
stirkere, 0,3°,ige Lésung (3 mg des kristallisierten Vitamin D, in 1 cem 
Sesam6l enthaltend) zur Verfiigung stellte. Durch Verwendung de 
zehnfach starkeren Lésung bestrahlten Ergosterins konnten mit viel 
kleineren Olvolumina erheblich gré8ere Vitamin-D-Mengen verabreicht 
und in kurzer Zeit eine charakteristische D-Hypervitaminose hervor 


gerufen werden. 


Die Bestimmung des Blutglutathions der mit diesem Konzentrat 


iiberfiitterten Tiere Nr. 2, 4 und 6 ergab im Endstadium der D-H yper- 
vitaminose eine deutliche Herabsetzung (Tabelle IV). Die Glutathionzah/ 
war bei samtlichen drei Kaninchen nach insgesamt rund 20 mg_be- 
strahlten Ergosterins in 13 Tagen von durchschnittlich 34,9 mg-°, au! 
24,4 mg-°,, also um fast ein Drittel herabgesetzt. Dagegen war die Zalhi| 
der Erythrocyten in gleicher Weise angestiegen, wie es Jusatz? im 
Zusammenhang mit der Herabsetzung des Blutkatalasegehalts im 
Endstadium der D-Hypervitaminose beobachtet hat. Infolgedessen 
war der Glutathionquotient bei Tier Nr. 2 um rund 35°, bei Tier Nr. 6 
um 36°, und bei Tier Nr. 4 um 30 bzw. 38°), gegeniiber den ersten 
beiden Glutathionbestimmungen bei Normalfiitterung vermindert. Das 
Blut des ‘Tieres Nr. 6 konnte ich 3 Stunden vor dem Tode untersuchen 
Es wies den zweitniedrigsten Glutathionquotienten und die héchste 
Erythrocytenzahl (6,8 Millionen) auf. Bei allen drei Tieren bestatigten 
die durch histologische Befunde festgestellten ausgedehnten Ver 
kalkungen die Diagnose einer D-Hypervitaminose. 


: Auf derartige Olschadigungen hat Rowntree (J. Nutrition 3, 345, 1930 
u. Kellner (Arch. f. Kinderheilkde. 94, 129. 1931 


hingewiesen.  GOotiche 
ihren 


fiihren den von anderen Autoren angegebenen Gewichtsverlust bei 
Versuchen nicht auf die toxische Wirkung der Praparate, sondern ebental!- 
auf eine Olschadigung zuriick. — ? Jusatz, Klin. Wochenschr. 1982, 8. 1501: 
Zeitschr. f. exper. Med. 87, 529, 1933. 
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Konzentrat bestimmt . 
Nach einem weiteren Tage von 1,2 ccm 


Konzentrat 
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Il. 


Die Verweigerung der Nahrungsaufnahme bei den Versuchstieren 
veranlaBte mich, zu untersuchen, ob vielleicht im Hungerzustand ganz 
allgemein das Glutathion im Plute herabgesetzt wird. Aus diesem 
Grunde lieB ich die unbehandelten Kontrolltiere Nr. 9 und 10 in Stallen 
mit Torfstreu als Unterlage (kein Heu) 48 Stunden lang hungern. 
Wegen starker Blutgerinnungserscheinung, die ich bei meinen anderen 
Versuchen nie habe feststellen kénnen, war die Blutentnahme erst 
nach Verabreichung einer geringen Menge Trinkwassers ausfiihrbar. 


Die absoluten Glutathionwerte im Hungerzustand zeigen bei den 
Kontrolltieren Nr. 9 und 10 eine merkliche Abnahme gegeniiber den 
absoluten Niichternwerten, aber die Erythrocytenzahlen sind ebenfalls 
gesunken, so daB der resultierende GSH.-Quotient zwar niedriger ist, 
aber doch keine auffallend kleineren Werte ergab. An weiteren vier 
Tieren, Nr. 11, 12, 13 und 14, die bereits fiir andere Versuche langere 
Zeit Mangelfutter erhalten hatten, stellte ich fiir jedes Tier einen 
Niichternwert bzw. nach einer 48stiindigen Hungerperiode, wahrend 
der sie allerdings geniigend Wasser erhielten, je einen Hungerwert fest. 


Tabelle V. 
Gegentiberstellung des Blutglutathiongehaltes und der Erythro- 
cytenmenge bei ausgeprigter D-Hypervitaminose und im 
Hunger zustand. 

















Hungerzustand. D-Hypervitaminose. Hungerzustand. 
Tier | ge |. lan Tier | giz. | M. | Gl Tier | giz. | M. | 61 
te. WIZ. M. riqu. Ne. WIZ. M. nriqu, Nr. FIZ. M. riqu, 

9 27,50) 5,5 5,00 2 |25,00 65 3,85 12 | 27,25 4,7 5,80 
a g | 24,99 6.25 3,98 . a 
99 | F | aay ’ ? 9° ¢ / 

10 22,50) 51 5,00 4 (9950 64 351 13 | 23,45 494 4,75 
11 23,65) 4,6 5,25 6 ||25,00 68 3,68 14 24,25 45 539 
Nichternwerte 
vor Versuchsbeginn nach 
Niichternwerte 25tagiger Mangelfutter- Niichternwerte 
vor Versuchsbeginn. periode. vor Versuchsbeginn. 

Tier a Tier : . Tier . s 
Nr. Giz. M. | Giqu. Nr. Glz. M.~ Giqu. Nr. Giz. M. | Glqu. 
9 32,57) 58 5.60 2 35,25 55 641 12 | 33,99! 62 | 5,32 
10 31,25) 5,5 5,68 4 31,75 6,0 | 5,57 13 | 34,25 63 544 
11 | 30,25) 58 | 5,21 6 33,50 35 6,99 14 | 35,59 62 5,72 


Zeichenerklirung: Glz. == Glutathionzahl. M. = Millionen Erythrocyten in 1 emm. 
Glqu. = Glutathionquotient. 
Die Tiere Nr.9 und 10 sind Kontrolltiere (Mangelfutter). Die Tiere Nr. 11, 12, 13 und 14 mit 
Mangelfutter fiir andere Versuche vorbereitete Kaninchen. 
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312 H. Hesse: 
Auch hier zeigte sich ein Abfall des absoluten Glutathiongehalts de: 
Blutes mit einem aber gleichzeitig einhergehenden Sinken der Erythro 
cytenzahlen. Hierdurch wird der Quotient nur wenig gedndert. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Nach 48stiindigem Hungern erscheint der Glutathion-Bestand 
des Blutes, ausgedriickt durch den Glutathionquotienten, herabgesetzt 
Hierbei liegen aber andere Bedingungen vor als im Zustande der Vigantol- 
vergiftung. Wahrend die Werte der Jodtitration des enteiweiBten 
Blutfiltrats in beiden Fallen ungefahr gleich groB sind, findet sich bei 
experimenteller D-Hypervitaminose eine erhéhte Erythrocytenmenge, 
auf welche die Glutathionzahlen bezogen werden miissen, gegeniiber 
einer erniedrigten Blutkérperchenzahl nach 48stiindigem Hungern. 
Jedes einzelne Blutkérperchen miiBte also einen geringeren Gehalt an 
Glutathion im hypervitaminotischen Endstadium haben. In ahnlicher 
Weise wird die Herabsetzung der katalatischen Fahigkeit des Blutes 
bei D-Vitaminvergiftung trotz Erhéhung der Blutkérperchenzahl auf 
eine Verminderung der Katalase in jedem einzelnen Blutkérperchen 
zurickgefiihrt. Auf jeden Fall spricht die Beobachtung der Her- 
absetzung des Glutathions bei der ausgepragten D-Hypervitaminose 
im Sinne der Gabbeschen Ansicht fiir eine Stérung des oxydativen 
Stoffwechsels. Spricht man im Sinne Hopkins dem Glutathion 
die Rolle einer Sauerstofftransportase zu, so ware ihre Verminde- 
rung infolge der durch die fortgeschrittenen Organ- und Gefaf- 
verkalkungen starken Herabsetzungen der Oxydationen bedingt. Bei 
mangelndem Sauerstoffbediirfnis der Zellen und Gewebe  wiirde 
weniger Glutathion als Sauerstofftrager erforderlich sein und da- 
durch sich wiederum weniger reduziertes Glutathion (—SH) im 
Blute finden. 

'  Andererseits konnte aber keine Steigerung des Blutglutathions iiber 
die Ausgangswerte nach Zufiitterung von Vitamin D in vertrdglichen 
Dosen festgestellt werden. Dieser Befund erlaubt aber keinen Schlul 
auf die Bedeutung des Glutathions fiir die in anderen Versuchen nach- 
gewiesene Steigerung oxydativer Stoffwechselvorgange durch erhédhte 
Vitaminzufuhr, weil das Blut der Versuchstiere noch iiber ein optimales 

einer weiteren Steigerung méglicherweise nicht mehr fahiges Glutathion- 
fassungsvermégen — verfiigte. Auch Gabbe sah keine direkte Einwirkung 
der Art der aufgenommenen Nahrung und fand selbst bei einer Er- 
héhung des Grundumsatzes um 40 bis 50 © keine Glutathionveranderung. 
Durch das Ausbleiben einer Erhéhung des Blutglutathions nach Zufuhi 
allmahlich immer gréBerer Vitamin-D-Mengen vermag wahrscheinlich 
auch nicht die entgiftende Komponente des Glutathions bei der im 
Sinne einer Phosphorvergiftung sich auswirkenden und durch Vigantol- 
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iiberdosierung  kiinstlich herbeigefiihrten Hyperphosphatamie zur 
Wirkung zu gelangen, von der Weinberger und Waelsch! berichten. 

Die lediglich bei Tier Nr. 5 eingetretene Erhéhung des Glutathion- 
Quotienten hangt mit der interkurrenten Krankheit des Tieres (Broncho- 
pheumonie) zusammen und ist wahrscheinlich durch den eitrigen Gewebs- 
zerfall mit Ausschaltung groBer Lungenteile vom Atmungsproze8 bedingt. 

Vielmehr fiihrt die Hyperphosphatéamie nach Vitamin-D-Zufuhr 
mit fortschreitender Vigantoliiberdosierung nicht nur zu einer Stérung 
des Calcium-Phosphorstoffwechsels, sondern auch der Oxydoreduktion, 
ebenso wie andererseits bei avitaminotischen Zustanden ebenfalls der 
oxydative Zellstoffwechsel verandert ist. Dabei wird der Bestand 
an Glutathion, das nach Gabbe in das System der Oxydationstrager 
mit hineingehért, im Laufe der fortschreitenden Verkalkungsvorginge 
beim Kaninchen im Blute vermindert. 


Zusammenfassung. 


1. Eine Beeinflussung des Glutathiongehalts im Blute von Kanin- 
chen bei gesteigerter Vitamin-D-Zufuhr konnte nicht festgestellt werden. 

2. Toxische Dosen veranlassen im Stadium der D-Hypervitaminose 
ein Absinken des Glutathionquotienten. 

3. Der GSH.-Quotient zeigt bei Kaninchen nach 48stiindigem 
Hungern keine gréReren Unterschiede gegeniiber den Niichternwerten. 


Herrn Professor Dr. Pfannenstiel sowie Herrn Dr. Jusatz, Assistent am 
Hygienischen Institut und Herrn Dr. Th. Bersin, Assistent am Chemischen 
Institut Marburg, danke ich fiir das Interesse, das sie meiner Arbeit 
entgegengebracht haben. 


1 Weinberger u. Waelsch, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 156, 356, 1930; 
156, 370, 1930. 





Uber eine Aktivierung der Glykolyse durch Kupfer. 


Von 
Fritz Lipmann. 
(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1933.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen tiber die Beeinflussung 
der Kohlenhydratspaltung durch Oxydationsprozesse (1) (2) wurden 
einige orientierende Versuche tiber die Wirkung von Schwermetall auf 
die Glykolyse in Muskelextrakt angestellt. Hierbei ergab sich, dai 
Kupfer in Konzentrationen von 10-4 Mol pro Liter eine unter ge- 
wissen Bedingungen sehr ausgesprochene Aktivierung der Glykolyse 
hervorzurufen vermag. 

Die Muskelextrakte wurden nach der Meyerhofschen Vorschrift (3) 
dargestellt, die Glykolyse wurde manometrisch gemessen. Die Zahlen- 
angaben beziehen sich auf 1,2 ccm Muskelextrakt, durch Zusatze auf 2 ecm 
verdiinnt. Als Substrat diente Starke, die zu Versuchsbeginn in den Extrakt 
eingekippt wurde. Versuchstemperatur 25°C. 

Die aktivierende Wirkung des Kupfers zeigt sich besonders deutlich 
in Extrakten aus leicht geschidigten Muskeln. Der Extrakt, mit dem 
der in Abb. 1 und la wiedergegebene Versuch angestellt wurde, war aus 
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Abb. 1. Abb. la. 
Versuch am 10. V. 1933. Wasserextrakt Wirkungskonzentrationskurve zu Ver- 
aus Kaninchenmuskel, der iiber Nacht such Abb. 1. 


im Eisschrank aufbewahrt war. Cu als 
CuSO,. Die Angaben beziehen sich 
auf 1,2 cem Extrakt. 


Kaninchenmuskeln gewonnen, die iiber Nacht im Eisschrank gelegen 
hatten. Dementsprechend war die glykolytische Wirkung nicht sehr 
kraftig. 9 .10-® Mol pro Liter Cu (als CuSO, zugesetzt) steigern den 
Umsatz ein wenig, 9. 10-5 Mol pro Liter steigern um 50%, 4,5. 10-4 Mo! 
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pro Liter hemmen um 70°. Besonders deutlich war die Wirkung 
des Kupfers in einem mit 0,9°%iger KCl-Lésung aus _frischen 
Kaninchenmuskeln hergestellten Extrakt, der wenig wirksam war. 
9.10-° Mol pro Liter bewirkten hier eine enorme Steigerung der 
Glykolyse (Abb. 2). 


Gleichzeitig waren mit diesem Extrakt Versuche in reinem Stick- 
stoff, in Sauerstoff, und zwar mit und ohne Zusatz von Cystein an- 
gestellt worden. Die dargestellte Kurve entspricht dem Stickstoff- 
versuch. Weder die Gegenwart von Sauerstoff noch der Zusatz von 
(Cystein beeinflussen die Wirkung des Kupfers, die erhaltenen Kurven 
entsprechen praktisch der dargestellten. Auf Abb. 3 ist die Wirkung 
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Versuch am 8. V. 1933. Extrakt mit 
0.9 S/piger KCl-Lésung aus frischem 
Kaninchenmuskel. 9. 10-5 Mol pro Liter 
Cu (als CuSO,) steigern hier die Glyko- 


Versuch am 7. VI. 1933. Wasserextrakt 
aus frischen Meerschweinchenmuskeln. 
In dem Extrakt mit grofer Eigenwirk- 
samkeit betragt die Steigerung im Opti- 








Ivse um das Dreifache. mum nur 25° 9. 


von Kupferzusatz auf kraftig wirksamen Meerschweinchenmuskel- 
extrakt dargestellt. Hier betraigt die Steigerung im Optimum, das bei 
1.10~° liegt, also etwa um eine Zehnerpotenz niedriger als in den 
Kaninchenmuskelextrakten, nur 25°. In Tabelle I ist ein Versuch 
mit Fe!’ wiedergegeben. Der Extrakt stammte von Kaninchenmuskeln, 
die tiber Nacht im Eisschrank gelegen hatten. Mit den Cu-Versuchen 
entsprechenden Konzentrationen konnte beim Eisen nur eine Hemmung 
festgestellt werden. Die Wirkung scheint fiir Kupfer spezifisch zu 
sein. Weder mit noch ohne Kupfer fand in den hier untersuchten 
Extrakten bei der Starkeglykolyse eine wesentliche Veresterung von 
Phosphat statt. 
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Tabelle I. 


Hemmung der Glykolyse durch Eisen (Mohrsches Salz). 





Fel! emm CO, Hemmung 
Mol pro Liter in 50 Min. gebildet 0%, 
0 99 
44.1074 34 66 
8,8.107° 38 62 
1,8 .10-5 40 60 
Zusammenfassung. 


Durch Kupfer wird die Glykolyse in Meyerhofschen Muskel- 
extrakten in Konzentrationen zwischen 10-° und 10-4 Mol pro Liter 
gesteigert; die Steigerung kann mehrere 100%, betragen, sie ist am 
ausgesprochensten in weniger wirksamen Extrakten. Konzentrationen 
zwischen 10-* und 10-3 Mol pro Liter hemmen in steigendem MaBe. 
Fel! in entsprechenden Konzentrationen bewirkt nur Hemmung. Die 
Wirkung des Kupfers ist unabhingig von der Gegenwart von Sauerstoff. 


Literatur. 


1) Lipmann, diese Zeitschr. 265, 133, 1933. — 2) Derselbe, ebenda 
268, 205, 1934. — 3) Meyerhof, ebenda 178, 349, 1926. 
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Kine neue Methode zur Bestimmung des Chlorophylls. 
Von 
N. T. Deleano und J. Dick. 
(‘Aus dem Laboratorium fiir analytische Chemie der Universitat Bukarest.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1933.) 


Das Chlorophyll wird heute gewéhnlich kolorimetrisch oder spektro- 
photometrisch gemessen. 

Bei der kolorimetrischen Bestimmung werden die zu untersuchenden 
Chlorophyllésungen entweder in Phiophytin verwandelt und mit siedender 
methylalkoholischer Kalilauge verseift, genau so, wie die Vergleichs- 
lésungen dargestellt werden, oder direkt mit siedender alkoholischer Kalilauge 
versetzt'. Will man nicht die Komponenten a und 6, sondern das Gesamt- 
chlorophyll bestimmen, so verseift man die Chlorophyllésungen gew6éhnlich 
durch langeres Schiitteln mit methylalkoholischer Kalilauge, verdampft zur 
Trockne und nimmt das Kaliumsalz des Chlorophyllins mit Wasser auf ?. 

Das ideale Bezugssystem von ganz reinem Chlorophyll (ohne Carotin- 
und Xanthophyllgehalt) ist aber sehr schwer darzustellen. Die daraus 
erhaltenen Chlorophyllinlésungen sind dabei nicht bestaéndig. Sie zersetzen 
sich schon bei Zimmertemperatur. Langer sind sie im Eisschrank haltbar. 
Darum wurden als Standard auch eine Kombination von blauen und gelben 
Farbglasern® oder kiinstliche Farbstoffe (Malachitgriin) herangezogen 4, 
deren Absorptionsspektrum von dem des Chlorophylls abweicht, wodurch 
das Verfahren von Grund aus ungenau wird. 

Da wir gelegentlich eines Studiums iiber den Entwicklungsgang 
der Pflanzenpigmente zahlreiche, méglichst genaue Chlorophyll- 
bestimmungen auszufiihren hatten, stellten wir Versuche an, ein neues 
Verfahren zur Bestimmung des Chlorophylls auszuarbeiten. 


Vermége des heute einwandfrei festgestellten Molekulargewichtes 
des Chlorophylls einerseits, des stets annéhernd konstanten Verhalt- 


: a_ 38 
nisses der Chlorophyllkomponenten a und / (@ ta )und der geringen 


Abweichung ihrer Molekulargewichte (a — 892.9136; 6 = 906,898) 
andererseits, setzten wir voraus, daB es méglich sein miiBte, das Chloro- 
phyll durch die Ermittlung des den Chlorophylikern bildenden Magne- 
siums zu bestimmen. Die Hauptbedingungen waren folgende: es muBte 
einerseits das Chlorophyll aus den Pflanzenorganen derart extrahiert 
werden, daB keine Spuren von dem Magnesium des Zellgewebes in den 


1 R. Willstdtter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation der 


Kohlenséure. Berlin 1918. — ? F. M. Schertz, Plant Physiology 8, 323 
—334, 1928. — 3 Derselbe, a.a.O. — * Howard B. Sprague, Science 67, 


167—169. 
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Auszug gelangen, andererseits ein bequemes Verfahren zur genauen 
Bestimmung solch kleiner Mengen Magnesiums aufgefunden werden 

Nach mehreren Versuchen konnten wir in der Tat ein Verfahren 
ausarbeiten, indem wir das Chlorophyll in nachstehender Weise extra- 
hieren und das darin vorhandene Magnesium nach J. Dick und A. Rudner! 
als MgNH,AsO, . 6 H,O bestimmen. 


Arbeitsvorschrift. 


Man zerreibt die Laubblatter oder zerschnittene Pflanzenorgane (etwa 
20 bis 30 g) in einem Moérser méglichst gut mit grobem Glaspulver in An 
wesenheit von etwas 95°,igem Alkohol, versetzt mit weiteren 50 bis 75 ecm 
95°,igem Alkohol, reibt nochmals gut durch und filtriert durch ein Filtrier- 
papier auf einer Nutsche an der Wasserstrahlpumpe, indem man gut absaugt. 
Jetzt iibergieBt man den Riickstand wiederholt mit soviel Alkohol, daf 
er eben bedeckt ist und saugt jedesmal nach 5 Minuten langem Stehen 
waihrend man die Masse mittels eines Spatels ein- bis zweimal auflockert 
gut ab, bis der Alkohol farblos durchlaéuft (gew6hnlich geniigt ein drei- bis 
viermaliges Ausziehen). Der Riickstand ist gew6hnlich gelb- bis rotbraun ge- 
firbt ; er enthalt wasserlésliche, in Alkohol schwer lésliche braune Farbstoffe. 
Das Gesamtvolumen des Auszuges betragt etwa 200 ccm. 

Da nun fast alle Magnesiumverbindungen auBer dem Carbonat, sowohl 
in wasserigem als auch in %5°,igem Alkohol (auch in Aceton) ziemlich 
léslich sind, wird der Auszug auch die Magnesiumverbindungen des Zell- 
gewebes enthalten. Das Chlorophyll mu8 also aus der alkoholischen 
Lésung quantitativ abgeschieden und gereinigt werden. Es darf dabei 
héchstens mit magnesiumfreien Pflanzenstoffen verunreinigt sein. Zu 
diesem Zwecke bringt man den alkoholischen Auszug in einen gré8eren 
Scheidetrichter, versetzt mit etwa 75 ecem Chloroform, schiittelt durch 
und fiigt vorsichtig Wasser hinzu, bis sich die Chloroformschicht im 
unteren Teil des Scheidetrichters abscheidet. Jetzt schiittelt man vor- 
sichtig durch und 1laBt 5 bis 10 Minuten stehen. Die Chloroform. 
schicht ist.dunkelgriin und enthalt samtliches Chlorophyll. Magnesium- 
verbindungen (auch Ca, Al usw.) sind in Chloroform absolut unléslich. 
Die obere hydroalkoholische Schicht ist farblos oder rétlich (braune, wasser- 
lésliche Farbstoffe) und enthalt saimtliche wasser- und alkohollésliche Ver- 
bindungen des Zellgewebes, die bei der Extraktion in Lésung gegangen sind. 

Ist die obere Schicht noch griinlich gefarbt, fiigt man noch etwas 
Wasser hinzu; ist sie stark triibe, fiigt man etwas Alkohol hinzu. Jetzt 
wird die Chloroformschicht entfernt und in einem Scheidetrichter wiederholt 
mit Wasser gewaschen (viermal), indem man sie jedesmal mit etwa 100 cem 
Wasser versetzt, vorsichtig schiittelt, etwa 10 bis 15 Minuten stehen lal't 
und trennt. Das eventuell an der Glaswand haftende Chlorophyll wird 
mit etwas Chloroform jedesmal nachgewaschen. Die Wasserschicht muti 
stets farblos sein. 

Auf diese Weise gelingt es, sowohl den noch vorhandenen Alkoho! 
als auch die letzten Spuren von Magnesiumverbindungen (Calcium usw.) 
des Zellgewebes zu entfernen. Die Chloroformschicht enthalt auBer dem 
Chlorophyll nur Carotin, Xanthophyll, (bei der Extraktion in Lésung ge 
gangene) Pflanzenfette und eventuell wachsartige Begleitstoffe, die dic 


1 J. Dick u. A. Rudner, Zeitschr. f. anal. Chem. (im Druck). 
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Ergebnisse einer Bestimmung des den Chlorophyllkern bildenden Magnesiums 
keineswegs mehr beeinflussen kénnen. 

Zur Bestimmung des in dem Chlorophylimolekil als Zentralatom 
gebundenen Magnesiums, zwecks Berechnung des vorhandenen Chloro- 
phylls, verfahrt man folgendermaBen: 


Man verdampft das in der beschriebenen Weise abgeschiedene und 
gewaschene Chlorophyll in einer Platinschale bis zur Trockne und verascht 
auf freier Flamme. Der Riickstand wird mit Chlorwasserstoffsiure (D 
= etwa 1,08) aufgenommen und auf dem Wasserbad erhitzt. Jetzt gieBt 
man die Lésung durch ein Filter, versetzt den Riickstand noch zweimal 
mit verdiinnter Chlorwasserstoffsiure, erhitzt auf dem Wasserbad und 
filtriert. Der Riickstand wird auf dem Filter noch zweimal mit chlorwasser- 
stoffsiurehaltigem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat wird bis auf ein 
kleines Volumen eingedampft und nétigenfalls filtriert. Jetzt versetzt man 
die konzentrierte Lésung mit Ammonchlorid (1 bis 2g) und mit einem 
Uberschu8 an Natrium- oder Ammoniumarseniat (0,2 bis 0,5 g), fiigt 
| Tropfen Phenolphthaleinlésung hinzu, versetzt dann in der Kalte tropfen- 
weise, unter bestiéndigem Umriihren, mit 2,5°,igem Ammoniak bis zur 
bleibenden Rétung und fiigt nachher noch ein Drittel des Gesamtvolumens 
an konz. Ammoniak hinzu. 


Das Gesamtvolumen der Lésung soll nach dem Hinzufiigen von konz. 
Ammoniak nicht mehr als héchstens 20 bis 30 cem betragen. Diese Be- 
dingung kann leicht erfiillt werden, wenn man die Lésung vor dem Fiillen bis 
auf ein kleines Volumen (2 bis 3 ccm) einengt. Nun kiihlt man die Probe gut 
ab und filtriert das Magnesiumammoniumarseniat nach 1'/,- bis 2stiindigem 
Stehen durch einen kleinen Porzellanfiltertiegel (eventuell Mikrotiegel), 
wascht den Niederschlag mit 2,5°,igem Ammoniak bis zum Verschwinden 
der Chlorreaktion, dann fiinf- bis sechsmal mit 95° ,igem Alkohol und 
schlieBlich ebenso oft mit Ather gut aus, saugt etwa 5 bis 10 Minuten lang 
an der Wasserstrahlpumpe gut ab, oder verfliichtigt den Ather 5 bis 10 Mi- 
nuten hindurch in einem Vakuumexsikkator bei Zimmertemperatur, 
trocknet die AuBenwinde des Tiegels mit einem faserfreien leinenen Tuch 
ab und wagt. Im iibrigen sei auf die Arbeit von J. Dick und A. Rudner 
(a. a. O.) verwiesen. 

Aus dem Gewicht des Niederschlages, der die Zusammensetzung 
MgNH,AsO,.6H,O  besitzt, kann das Chlorophyll ohne weiteres 
berechnet werden. Die Ergebnisse kénnen in a-Chlorophyll bzw. 
b-Chlorophyll, oder als Gemisch der beiden Komponenten im Ver- 


: in @ 3 " : . 
haltnis Q Zfy ausgedriickt werden, und zwar mittels der Formel: 


100 ~ 
Chlorophyll % = Ss = a 


: a.C 
Chlorophyll g 589.41 ° 
n denen a = die Auswage an MgNH,AsO,.6H,O, S = die Einwage 
an Pflanzenorganen, 289,41 = das Mol.-Gew. von MgNH,AsO,.6H,O 
und C = 892,9136 (bei Berechnung als a-Chlorophyll), 906,898 (bei Berech- 
nung als 6-Chlorophyll) und 896,41 (bei Berechnung als Gemisch von a- und b- 


, aS ee a 3). 
Chlorophyll im Verhaltnis Q ae 7) ist. 


Eine Berechnung der Ergebnisse als Gemisch von a- und 6-Chlorophyll 
im Verhaltnis 3: 1 geht ohne weiteres an, da das Verhaltnis zwischen den 
beiden Chlorophyllkomponenten @ und 6 bei normal lebenden Pflanzen 
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annahernd konstant ist’. Ubrigens vermindern sich die Ergebnisse, wenn. 
man sie als a-Chlorophyll statt @ + 6b (3:1) Chlorophyll berechnet, un. 
kaum 0,4°%. 

Wir fiihrten mittels dieses Verfahrens zahlreiche Chlorophyllbestim 
mungen aus, auf die wir gelegentlich unseres Studiums iiber den Ent 
wicklungsgang des Chlorophylls in Bruchweide und Silberpappelblattern 
in einer spéteren Abhandlung noch zurtickkommen. 

Als Beleganalysen geben wir hier die Ergebnisse einiger Chlorophyl! 
bestimmungen in Bruchweide- und Silberpappelblattern an. 








| Ge- Gefunden 
| wogen 
Jatur Ange- | Aussehen | yp N} , ; 
Blatter von sens wandt der | = ae Chlorophyll 
Blatter | “804 
| -6H20 a a+b a a+b 
1933 £g | g gZ g 9/5 0/9 


16. V. 24,0 |hellgriin 0,0055 0,0169 0,0170 | 0,0707 0,071 

9. VI. 29,0 griin 0,0188 0.0580 0,0582 0,20 | 0,201 

Salix 26. VII. 31,0 »  0,0263 0,0812 0,0815 | 0,262 0,263 
travilie 20. IX. | 32,5 »  0,0295 0,0910 0,0914 0.28 0,281 
8 4. X. 82,0 » 90,0306 0,0944 0,0948 0,295 0,296 
6. XI. 33,0 igelbgrin 0,0152 0,0469 0,0471 0,142 | 0,1427 

13. XI. 40,5 gelb 00,0024 0,0074 0,0074 0,0183 0,0184 


Populus alba 22. IX. | 32,0 griin , 0,0330 0,1018 | 0,1022 | 0,318 0,319 


Zur Priifung der Genauigkeit unseres Verfahrens fiihrten wir folgende 
Bestimmungen aus. Es wurde das Chlorophyll in einigen Proben, wie oben 
beschrieben, bestimmt. Dann versetzten wir bei gleicher Einwage dieselben 
Blatter vorher mit 1 bis 2 g MgCl, . 6 H,O und bestimmten das Chlorophyll 
in derselben Weise. War unsere Voraussetzung, daB von dem Magnesium 
des Zellgewebes keine Spur in die Chloroformschicht tibergeht, bzw. in 
derselben zuriickbleibt, richtig, so muBten die Proben mit und ohne Zusatz 
von Magnesium iibereinstimmen. Wie aus nachstehender Tabelle ersichtlich 
ist, lassen die Ergebnisse diesbeziiglich nichts zu wiinschen tibrig. 








Mg Cl, ‘Gewogen Gefunden 

‘Blatter von atm wand ‘binge ; S04 4 be ren ee 
gefiigt | - 6H,0 a a+b | a { a+b 

1933 g g | g g gz Fo 0/9 
20. IX. 32,5 _ 0,0295 0,0910 0,0914 0,28 0,281 
Salix 20. IX. 82.5 2,0  0,0299 | 0,0923 0,0926 0,284 0,285 
fragilis | 4. X. 32,0 _ 0,0306 | 0,0944 0,0948 0,295 0,296 
4. X. 820 20 00298 0,092 0,0923 0,287 0,288 
Populus 22. IX. 32,0 — 0,0330 0,1018 09,1022 0,318 | 0,319 
alba 22. IX. 82,0 1,0  0,0337 |0,1040 0.1044 0,325 | 0,326 


Um uns von der Brauchbarkeit unseres Verfahrens noch mehr zu ver- 
gewissern, fiihrten wir mehrere Bestimmungen in vergilbten Blattern aus 
Die Ergebnisse dieser Bestimmungen lassen deutlich erkennen, da mittels 
des Verfahrens ganz kleine Mengen von Chlorophyll noch zu bestimmen 


1 R. Willstdtter u. A. Stoll, a.a. O. 
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sind und bei Anwesenheit von Spuren oder Abwesenheit des letzteren die 
Ergebnisse negativ sind. (Siehe nachstehende Tabelle.) 





Gewogen Gefunden 


> Aus- \ ’ 
Blitter von Datum | audi seen MASOy eae: paints 
Blatter 1? a a+b a a+b 
1933 “ g g g 9% % 
Sie | 13. XI. 40,5  gelb | 0,0024  0,0074 0,0074 0,0183 | 0,0184 
tragilis 15. XI. 38,0 J 0,0013 | 0,0040 0,0040 0,0105 | 0,0106 
ou | 15. XI. 38,0 2 Spuren || — — — — 


Vergleicht man das Verfahren mit dem kolorimetrischen, so ergibt 
sich folgendes: Die Ergebnisse des kolorimetrischen Verfahrens sind betreffs 
der Genauigkeit, infolge des schwankenden Carotin- und Xanthophyll- 
gehaltes der zu untersuchenden Chlorophyllproben, wie auch infolge der 
unbestaéndigen (oder aus kiinstlichen Farbstoffen bestehenden) Vergleichs- 
lésungen, mit den mittels unseres Verfahrens erzielten kaum zu vergleichen. 

Mit diesem Verfahren kann das Chlorophyll aus 5g griinen Blattern 
noch genau bestimmt werden. Zu genaue Bestimmungen ganz kleiner 
Mengen Chlorophylls ist zur Zeit ein Mikroverfahren in Arbeit und wird 
demnachst ver6ffentlicht werden. 


Zusammenfassung. 

Es wird ein neues Verfahren zur Bestimmung des Chlorophylls 
beschrieben. Die Methode beruht auf der Abscheidung des Chlorophylls 
aus alkoholischen Extrakten mittels Chloroform und Bestimmung des 
den Chlorophyilkern bildenden Magnesiums als MgNH, AsO, . 6 H,0O, 
aus dessen Gewicht sich das Chlorophyll leicht berechnen laBt. 








Uber die bei der Uranvergiftung 
wirksamen Substanzen aus héheren Pflanzen und Hefe. 


Von 
Martin Jacoby und Georg Eisner. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 
(Eingegangen am 21. Dezember 1933.) 


In friiheren Mitteilungen des Laboratoriums war gezeigt worden, 
daB die bei einseitiger Haferfiitterung zum Tode fiihrende Uranvergiftung 
der Kaninchen durch Zugabe geeigneten Futters tiberwunden werden 
kann. Eisner? stellte fest, daB sich z. B. die Blattstriinke des Blumen- 
kohls hierzu sehr gut eignen. Die wirksamen Stoffe dieses Materials 
sind nach seinen Beobachtungen anscheinend recht widerstandsfahig, da 
sie Erhitzen und Behandlung mit Alkohol vertragen. So schien es 
aussichtsreich, die wirksamen Substanzen zu reinigen. Das war die 
Aufgabe der vorliegenden Untersuchungen. Da wir zur Zeit nicht 
Gelegenheit haben, die Arbeit fortzusetzen, teilen wir die bisherigen 
Ergebnisse kurz mit, in der Hoffnung, daB es spater gelingen wird, 
auf dem hier beschrittenen Wege zu abschlieBenden Resultaten zu 
kommen. 

Die Beobachtungen von LHisner konnten wir bestatigen. Die 
Blumenkohlstrunksubstanz ist kochbestaéndig. Man erhalt durch Aus- 
pressen der Striinke, Aufkochen der PreBsifte und Filtrieren gut wirk- 
same Lésungen, die auch langere Zeit haltbar sind. Die so gefiitterten 
Tiere blieben nach der Vergiftung am Leben, wahrend nur mit Hafer 
und Wasser ernahrte Tiere zugrunde gingen. Weiterhin konnten wir 
neu feststellen, daB die wirksame oder die wirksamen Substanzen ohne 
weiteres in etwa 90 %igen Alkohol iibergehen, dagegen nicht in absoluten 
Alkohol. Eine nahere Charakterisierung der wirksamen Substanzen 
durch Fraktionierung mittels Ather, Petrolather oder Aceton wurde 
bisher nicht erreicht. 

Wir hielten es fiir méglich, daB sich vielleicht unter den wirksamen 
Substanzen das Vitamin B 2 findet. Deshalb priiften wir zunachst, ob 
Hefeextrakte wirksam sind. Das ist der Fall. In Anlehnung an die 
Angaben von Ph. Ellinger und W. Koschara? sowie von R. Kuhn, 
P. Gyérgy und Th. Wagner-Jauregg* konzentrierten wir die Vitamin 
B 2-Fraktion. Wahrscheinlich ist das Vitamin an der Wirksamkeit 


1 Diese Zeitschr. 232, 218, 1931. — 2 Ber. 66, 315, 1933. — * Ebenda 
66, 317, 1933. 





zu 
wi 
ble 
all 
we 


gel 


filt 
Di 
du 
Ri 


All 
erh 
sic] 
fre} 





it in 


rden, 
ftung 
orden 
men- 
erials 
ig, da 
PN es 
r die 
nicht 
rigen 
wird, 
nm zu 


Die 
Aus- 
wirk- 
erten 
Hafer 
n wir 
ohne 
luten 
anzen 
vurde 


amen 
st, ob 
n die 
Kuhn, 
tamin 
mkeit 


benda 





Uranvergiftung usw. 32 


beteiligt. Fir einen sicheren Beweis reichen die bisherigen Befunde 
nicht aus. Am schnellsten wird man jetzt durch Benutzung der Molke 
als Ausgangsmaterial zum Ziele kommen. 


Darstellung der Fraktionen. 


I. Extraktion mit nicht absolutem Alkohol. 9700 cem_ filtrierter 
PreBsaft aus Blumenkohlblattstriinken werden auf dem Dampfbad auf 
einige 100 cem eingeengt. Dann wird mit 5 Liter 95°,igem Alkohol gefallt. 
Am niachsten Tage wird filtriert, der Riickstand wird nochmals mit 500 eem 
9%5°,igem Alkohol ausgewaschen. Die Waschfliissigkeit wird mit dem 
ersten Filtrat vereinigt, der Niederschlag verworfen. Das Filtrat wird bei 
etwa 45° im Vakuum auf einige 100ccem, schlieBlich auf dem Dampfbad 
auf 200 ccm eingeengt. Die Lésung wird im Eisschrank aufbewahrt. 


I!. Fraktionierung mit Ather. Die durch Extraktion mit nicht ab- 
solutem Alkohol gewonnenen Extrakte werden in Wasser aufgenommen. 
175 cem wisserige Lésung wird im Scheidetrichter zweimal mit der doppelten 
Menge Ather ausgeschiittelt. 

Die atherunlésliche Fraktion wird durch Luftdurchleitung von den 
letzten Atherspuren befreit und mit Wasser verdiinnt zum Versuch ge- 
nommen. Die atherlésliche Fraktion wird durch Calciumchlorid entwassert, 
der Ather im Faust-Apparat entfernt. Der Riickstand wird nochmals mit 
trockenem Ather aufgenommen. Man erhalt nach Verdunsten des Athers 
eine 6lige, zum Teil kristallinische Masse, die mit Wasser vermischt zum 
Versuch genommen wird. 

Ili. Fraktionierung mit Aceton. 3700cem PreBsaft werden bei 
etwa 45° im Vakuum auf 450 ccm eingeengt. Die Fliissigkeit wird mit 
4500 cem absolutem Alkohol gefallt, der entstandene Niederschlag durch 
Filtration entfernt. Das Filtrat wird im Vakuum bei etwa 30° auf 130 cem 
eingeengt, diese Lésung in | Liter Aceton eingetragen. Man erhalt einen 
schmierig-Gligen Riickstand, von dem man das Aceton abgieBen kann. 
Der Riickstand lést sich leicht in Wasser. Die erhaltene Lésung, eine 
goldgelbe Fliissigkeit, ist die acetonunlésliche Fraktion. 

Der acetonlésliche Anteil wird vom Aceton befreit. indem die Lésung 
zunachst bei Zimmertemperatur, dann im Vakuum bei etwa 30° eingeengt 
wird, die letzten Spuren Aceton werden im Faust-Apparat verjagt. Es 
bleibt eine triibe Lésung zuriick, die sich nach Zusatz von Wasser klart, 
allerdings nicht vollstaéndig. Zum Schlu8 wird filtriert. Beide Fraktionen 
werden gleichmaBig aufgefiillt, die acetonlésliche Fraktion ist weniger gelb 
gefarbt und zeigt weniger Pflanzengeruch. 

IV. Fraktionierung mit Petrolather und absolutem Alkohol. 8000 cem 
filtrierter PreBsaft werden auf dem Dampfbad auf etwa 500 ccm eingeengt. 
Diese Lésung wird mit 1'/, Liter Petrolbenzin versetzt; es wird tiichtig 
durchgeschiittelt. Man erhalt nach Entfernung des Athers einen fettigen 
Riickstand, der zum Versuch genommen wird. 

Die unlésliche Fraktion wird auf einige 100 ccm eingeengt und mit 
Alkohol ausgefallt. Das Filtrat wird im Vakuum bei 45° eingeengt. Der 
erhaltene Sirup wird mit 1500ccem absolutem Alkohol aufgenommen, wobei 
sich nur wenig Substanz lést. Der Riickstand wird nochmals mit wasser- 
freiem Alkohol ausgewaschen, die alkoholischen Extrakte werden vereinigt. 
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Die in absolutem Alkohol lésliche Fraktion wird im Vakuum bei 40' 
eingeengt, mehrfach mit Wasser verdiinnt, der Alkohol auf dem Dampfbad 
verjagt, der Riickstand schlieBlich in Wasser aufgenommen. Die in ab 
solutem Alkohol unlésliche Fraktion wird entsprechend in Wasser aut- 
genommen. 

Bei einer anderen Darstellung wurde die Extraktion mit absolutem 
Alkohol ausgeschaltet und nur die in Petroliather unlésliche Fraktion dar 
gestellt. 

Bei einer dritten Darstellung wurden die eingeengten PreBsafte mit 
groBen Mengen Petrolither in Portionen durchgeschiittelt, die wéasserigen 
Anteile vom Petrolither befreit, die petrolaitherléslichen Anteile durch 
Chlorealcium getrocknet, der Ather durch Destillation entfernt. Dieses 
Vorgehen wurde mehrfach wiederholt. 

Die in Petrolather lésliche Fettfraktion besteht im wesentlichen aus 
fettgelben, langen Nadeln. Diese Fraktion wurde mit AKnorrschem Hafer- 
mehl, dessen Unwirksamkeit in Kontrollversuchen erwiesen wurde, zu 
Platzchen verbacken, die eine quantitative Zufuhr im Tierversuch er- 
moglichten. 

V. Hefesaft. 50g Hefe getrocknet, gepulvert D. A. B. 6 (Frankel und 
Landau) werden in 500ccem destilliertem Wasser aufgeschwemmt und 
aufgekocht. Dann wird filtriert. Man erhalt 300 ccm hellgelben Saft. Der 
Riickstand wird nochmals mit 100 cem Wasser gekocht, die Waschfliissigkeit 
durch Filtration abgetrennt. Die vereinigten Filtrate betragen 400 ccm. 

VI. Vitamin B 2-Fraktion aus Hefe. 100g Hefe werden im Soxhlet 
mit 95°,igem Alkohol etwa 16 Stunden extrahiert. Der Alkohol wird auf 
dem Wasserbad zum Sirup eingedampft. Der Sirup wird in Wasser auf 
genommen, die Aufschwemmung wird erhitzt und filtriert. Man erhalt eine 
gelbe, schwach fluoreszierende Lisung, die auf 200 ccm aufgefiillt wird. 
Diese Lésung wird mit Fuller-Erde versetzt und gut vermischt. Dann wird 
der Bodensatz abgeschleudert. Der Bodensatz wird mit Pyridin extrahiert. 
Dieses Vorgehen wird dreimal wiederholt. Die vereinigten Extrakte werden 
auf dem Wasserbad unter allmahlichem Zusatz von Wasser vom Pyridin 
befreit. Man erhalt eine fluoreszierende, gelbgriine Fliissigkeit, die zum 
Versuch genommen wird. 

_ VII. Kontrollfraktion. Die als Kontrolle verwandte Lésung wird 
dureh Aufkochen und Filtrieren der PreBsifte gewonnen. 


Befunde. 

Die Wiedergabe der einzelnen Protokolle wiirde zuviel Platz ein- 
nehmen; sie ist auch iiberfliissig, da die Anlage der Versuche aus der 
Eisnerschen Arbeit zu ersehen ist. Wir verzichten auch auf die Wieder- 
gabe der Zahlen, welche die quantitativen Verhaltnisse veranschaulichen. 
Es sei nur hervorgehoben, daB wir die verabreichten Safte auf die Menge 
des Ausgangsmaterials eingestellt und eine berechnete Menge verfiittert 
haben, etwa das Doppelte der sicher wirkenden Menge frischen Preb- 
saftes. Um einen vorlaufigen Anhalt zu gewinnen, wurde der Stickstoff 
der verfiitterten Safte bestimmt. 

Die Wirksamkeit der Fraktionen geht aus der folgenden Tabelle 
hervor. 
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Zahl 
der 
Kanin-~ 
chen 


Fraktionen des Saftes Ergebnis Bemerkungen 


‘ | 5 am Leben Die 2 toten Kaninchen waren mit 
I. 92 “oiger Alkohol . Q + einer besonderen Darstellung gefiittert 
a worden. 


II loslich j 
; unldslich . 7 


Aceton<— 


loslich . 


, Ather< | lislich . 


eg ’ unlosl. - Bei den unléslichen je ein Kaninchen 
. Petrolather— léelich | é ‘ mit einer gleichzeitig in absol. Alkohol 
slich unléslichen oder lislichen Fraktion 
2 am Leben 
‘Tt 
Tl. Hefe-Vitamin B 2- || . 2 am Leben 
Eixtrakt \\| Lt 


’. Hefe-Extrakt 


VII. Kontrolle, gekochter || , 
“hanna - am Leben 
Prebsaft iif 
1} I } 
, a am Lehe 
Kontrolle, Hafer-Wasser || 2? ma + _ 
u 
Aus der Tabelle geht folgendes hervor: Wirksam ist die 92° ige 
Alkoholfraktion, 5 von 7 Kaninchen bleiben am Leben, ebenso sind die 
Hefefraktionen wirksam, 4 Kaninchen von 6 bleiben am Leben. Die 
anderen Fraktionen ergaben keine Charakterisierung der wirksamen 
Substanzen. Bei der Athertrennung fand sich wirksame Substanz 
sowohl in der léslichen wie in der unléslichen Fraktion. 


Zusammenfassung. 


Die in Pflanzen vorkommende Substanz oder die Substanzen, 
welche bei uranvergifteten Tieren als Zugabe zur Hafer-Wasser- 
ernéhrung den Tod verhindern, sind in etwa 90°,igem Alkohol, aber 
nicht in absolutem Alkohol léslich, sie sind durch Ather, Petrolither 
und Aceton nicht fraktionierbar. Wirksame Substanzen finden sich 
auch in der Hefe. Es ist méglich, daB die wirksamen Substanzen der 
Pflanzen und der Hefe identisch sind. Wahrscheinlich gehért zu den 
wirksamen Substanzen auch das Vitamin B 2. 
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Uber einige Reaktionen der Purinbasen mit Metallsalzen. 


Von 
A. F. Sehiitz und B. Umsehweif. 
{Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg 


(Eingegangen am 22. Dezember 1933.) 


Im Zusammenhang mit der Reaktion von Parnas und Klimek (1) (2 
zur Unterscheidung zwischen Adenylsiure aus Muskel und Adenin 
nucleotid aus Hefe bemerkte Steudel (3). daB bekanntlich auch ander 
Substanzen der Purinreihe u.a. Harnsaure, Adenin, Guanin, Hypo 
xanthin, Xanthin und Theobromin, mit Kupfersulfat  und_ iiber- 
schiissigem Alkali blaue Lésungen geben. J. A. Parnas und R. Klimek (4 
stellten daraufhin fest, da Adenin, Guanin, Hypoxanthin, Xanthi: 
Trichlorpurin und Theophyllin mit zweiwertigem Kupfer alkalilésliche 
Verbindungen geben, dab dagegen andere Purinbasen, und zwar 7-Methy!- 
adenin, Theobromin, Coffein, 7-Methyl-2, 6-dichlorpurin, diese Reaktion 
nicht geben. Daraus zogen sie den SchluB, daB die Fahigkeit der Purin 
basen zur Bildung alkaliléslicher Kupferoxydverbindungen mit dem 
Vorhandensein einer Jminogruppe im Imidazolring zusammenhangt. 

Der Zweck dieser Arbeit bestand in der naheren Untersuchung 
der Bedingungen und der quantitativen Verhaltnisse, in welchen di 
Komplexverbindungen der Purinbasen mit Kupfer und mit anderen 
Metallen entstehen. 

Wir haben festgestellt, daB unter den Purinbasen Adenin, Guanin 
Hypoxanthin, 7-Methylhypoxanthin, Xanthin, Theophyllin (1, 3-Di- 
methylxanthin) und Harnséure zur Bildung von Kupferkomplex. 
verbindungen befihigt sind, daB dagegen 7-Methyladenin, 7-Methy!- 
guanin, 7-Methylxanthin, 7-Methyl-2-chlorpurin, 7-Methyl-2-Cl-6-oxy- 
purin, 1, 7-Dimethylhypoxanthin und Theobromin (3, 7-Dimethy!- 
xanthin) solche Verbindungen nicht eingehen. 

Dieses Ergebnis bestatigt im allgemeinen die Annahme von Parnas 
und Klimek (4), daB die Purinbasen mit einer unbesetzten N H-Grupy. 
im Imidazolring zur Bildung von Kupferkomplexverbindungen befahig' 
sind. Eine Ausnahme bildet das 7-Methylhypoxanthin, woriiber unten 
eingehend berichtet werden soll. 


Experimenteller Teil. 
Die angewandten Praparate waren teils natiirliche (Harnsdure, The 
bromin, Adenin, Guanin, Xanthin und Hypoxanthin'), teils synthetisch: 
' Aus inosinsaurem Barium (Nebenprodukt bei der technischen Aden) 
siuregewinnung nach der Methode von P. Ostern, diese Zeitschr. 254, 
65, 1932). 
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Theophyllin (Boehringer), 7-Methyladenin, 7-Methylguanin, 7-Methyl- 
ypoxanthin, 7-Methylxanthin, 7-Methyl-2-chlorpurin, 7-Methyl-2-chlor- 
-oxypurin, 1, 7-Dimethylhypoxanthin nach EF. Fischers Vorschriften von 
ins dargestellte reine Praparate. 

Von den 7-methylierten Purinbasen stellten wir die noch nicht be- 
«hriebenen Pikrate dar und bestimmten ihre Schmelz- bzw. Zersetzungs- 
punkte (nicht korr.!): 

7-Methylguaninpikrat, Zersetzungspunkt 270 bis 272°; 7-Methyl- 
xanthinpikrat, bis 320° fast unverandert; 7-Methylhypoxanthinpikrat, 
Schmelzpunkt 224 bis 226° (schmilzt zur rotbraunen Fliissigkeit ). 


Kupferkomplexverbindungen. 


Die Versuche wurden mit m 10 Lésungen der Purinbasen in NaOH 
die Lésungen blauen gerade Thymolphthalein) angestellt. Zu den Ver- 
suchen mit Harnséure gebrauchten wir eine m/100 L6ésung des primaren 
harnsauren Natriums. Zu diesen Losungen wurde sovielm/LOCuSO,.5H,O- 
Losung eingetropft, bis der sich anfangs bildende Niedersehlag nicht mehr 
in Lésung ging (in n/l10 NaOH). Aus der Menge des auf diese Weise in 
Lésung gebrachten Kupters bestimmten wir das Verhaltnis des Kupfers 
zur Purinbase (vgl. nachfolgende Tabelle). 


Tabelle. 





Verhaltnis Farbe des 


Substanz . - 
. Cu-Purinbase Cu-Komplexes 


Y 


Adenin 

Guanin ee oy at ea 
Hypoxanthin. . . . 
7-Methylh ypoxanthin 
X\anthin 
Theophyllin 
Harnsiure 


tiefblan 
grin 
tiefblau 
tiefblau 
smaragdgriin 
smaragdgriin 
grau-grun 


=e DOD Mt 


Es ist daraus zu ersehen, daB die Nanthinbasen und Harnsaure ein 
(u-Atom auf ein Purinmolekiil verbrauchen, alle anderen Purinbasen 
bilden Komplexverbindungen, die zwei Purinmolekiile auf ein Cu-Atom 
enthalten. Diese durch vertiefte Farbt6nungen charakterisierten, gegen 
kleinen UberschuB von NaOH bestandigen Lésungen zersetzen sich bei 
gréBerem AlkaliiiberschuB, wobei Cu(OQH), niedergeschlagen wird und die 
Purinbase in Lésung geht. Nur die Guanin-Komplexverbindung bleibt 
auch bei groBem NaOH-UberschuB unverandert. 


Komplexverbindungen des Theophyllins und Harnsdure mit Silber und Zink. 


Die Fahigkeit, Komplexverbindungen mit Purinbasen einzugehen. 
die gegen Uberschu8 von Hydroxylionen bestandig sind, besitzen auBer 
Kupfer auch andere Schwermetalle, so Silber und Zink. 

Zu einer m/10 Lésung von Theophyllin in NaOH oder m/100 Lésung 
von harnsaurem Natrium wurden bei Anwesenheit von tiberschiissigem 
n/10 NaOH (zum Ausfallen des Metallhydroxyds) — m/10 Lésungen von 
AgNO, bzw. ZnSO, so lange eingetropft, als die sich anfangs bildenden 
Niederschlage in Lésung gingen. Die auf diese Weise erhaltenen Komplex- 
verbindungen des Theophyllins gelatinierten ahnlich wie die von Parnas 
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und Klimek (4) beschriebene Cu-Theophyllinkomplexverbindung. — Da 
Verhaltnis des Metalls zur Purinbase in allen diesen Verbindungen wa 
wie 1}: 1*. 

Nanthinzinkkomplexr. Auch Xanthin gibt mit Zinksulfat Lésungen, di 
nach einiger Zeit ein Gel bilden; das Verhaéltnis des Metalls zur Base ist 
wie 1: 1. 

Theobrominsilberkomplex'. Das Theobromin bildet nur mit Silber ein: 
lésliche Verbindung, die gegen Uberschu®B von NaOH _ bestandig  bleib: 
Diese Lésung bereitet durch Versetzen von 5cem m/10 Theobromin 
lésung (in n/10 NaOH) mit I ecem m,10 AgNO,-Lésung scheidet bein 
Versetzen mit tberschiissigem NaOH kein Ag,O aus. Auch KCI fall 
kein Silber; KBr fallt Silberbromid (Unterschied von Theophyllin). Gibt 
man zu dieser Lésung (Theobromin—Ag-Komplex) einen UberschuB von 
AgNO., so scheidet sich das Ag-Theobrominsalz aus, welehes nicht meh: 
durch NaOH in Lésung zu bringen ist. 

Theophyllin-Mangansalz. Wir méchten hinzufiigen, da das Theo 
phyllin in einer gegen Thymolphthalein gerade alkalischen Lésung (0,18 yg 
Theophyllin in 10 cem n/1l0 NaOH) mit m/10 Lésung von MnSQy, einen 
weiBen, kristallinischen Niederschlag gibt (Wetzsteine, haiufig in Rosetten 
verbunden). Diese Reaktion ist charakteristisch fiir Theophyllin und kann 
zur Unterscheidung des Theophyllins von Theobromin verwendet werden. 

7-Methylhypoxanthin. Versetzt man eine wiisserige Lésung dieser in 
Wasser leicht léslichen Base bei 6° C mit Kupfersulfat im Verhaltnis von 
CuSO, zur Base wie |: 2, so entsteht ein in schénen, tiefblawen, quadratischen 
Tafeln kristallisierender Niederschlag, welcher nach langerem Stehen in 
Bertihrung mit Wasser in eine andere, in langen, blaBblauen Nadeln kristalli- 
sierende Verbindung iibergeht; diese (blaBblaue Nadeln) laBt sich direkt 
durch Versetzen der wiasserigen Purinl6sung mit CuSO, im Verhaltnis |: | 
gewinnen. Diese Verbindung fallt dann quantitativ aus und ]éBt sich aus 
Wasser nach Hinzufiigen von Athylalkohol umkristallisieren. Da die 
tiefblaue Verbindung (quadratische Tateln) spontan der oben geschilderten 


Umsetzung unterliegt, bleibt sie immer mit Spuren der blaBbblawen Ver 
bindung verunreinigt. Das Umkristallisieren dieser Verbindung aus Wasse! 
ist aus dem eben erwahnten Grunde undurehfiihrbar; in anderen Lésungs 
mitteln ist die Verbindung unléslich. Um also die tiefblaue Verbindung in 
moglichst reinem Zustande zu isolieren, ist es angezeigt, gleich nach dem 
Ausfallen auf der Nutsche abzufiltrieren und mit Methylalkohol zu waschen. 


Aus der Stickstoff- (Ayjeldahl-), Cu- und S-Bestimmung (gravimetrisch, 
durch Behandlung mit NaOH und Na,Qg,) in den beiden Verbindungen folgt, 
daB die eine (tiefblaue Tafeln) eine Cupriverbindung des schwefelsarwren 
7-Methylhypoxanthins, die zweite eine Verbindung von Kupfersulfat mit 
einem Molekiil 7-Methylhypoxanthin ist. 


* Die Komplexverbindungen des Silbers mit Theophyllin und mi 
Harnsaure sind nicht nur gegen UberschuB von NaOH bestandig, sondern 
auch Alkalichlorid und Alkalibromid fallen kein Silber aus diesen L6sungen. 

! Nach G. Gérard (Chem. Centralbl. 1906, LI, 167) erstarrt Theobromin 
in einer alkalischen Lésung, nach Zusatz von NH, + AgNO, zu eine: 
farblosen, durchscheinenden Callerte. In Mercks Reagenzien- Verzeichnis. 
LV. Aufl., 1916, ist diese Gérardsche Reaktion unter Weglassung des wesent 
lichen Ammoniaks angegeben, und gelingt in der dort angegebenen Form 
nicht, ist iibrigens fiir Theobromin kaum charakteristisch. 
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Analyse 
ler bei 120° zur Giewichtskonstanz getrockneten Substanz: 
fir Cu: (CgH;N,O).. H,SO, (Komplexverbindung) : 
Ber.: N 24,3, CuO 17,3, S 6.9%; 
gef.:* N 23,0, CuO 18,5, S 6,8 ° 
Fur CuSO,.(CgH,N,O) (blaBblaue Verbindung): 
Ber.: N 18,1, CuO 25,7, S 10,3°%.; 


iP 
gef.: N 18,6, CuO 25,2, S 10,2° 


Hypoxanthin in wasseriger Losung gibt nach laingerem Stehen mit 
einem '/, Molekiil CuSO, (schneller nach Hinzufiigen des gleichen Volumens 
Aceton) einen tiefblauen, amorphen Niederschlag. Versetzt man eine m 50 
(iibersattigte) Hypoxanthinlésung (bei Abwesenheit von SO und or. 
lonen) mit dem gleichen Volumen einer m/50 Cu-Acetatlésung, so farbt 
sich die Lésung blau, die Farbe wird immer tiefer, um schlieBlich iiber 
griin in einen bestandigen, olivgriinen Ton tiberzugehen. Diese Reaktion 
ist bereits bei Ll mg Hypoxanthin charakteristisch. 

Diskussion. 

Wie wir eingangs erwahnten, bildet sich aus 7-Methylhypoxanthin 
in alkalischer Lésung eine Kupferkomplexverbindung. Das Verhaltnis 
von Kupfer zur Purinbase in dieser Lésung ist wie 1: 2, identisch mit 
dem Verhaltnis des Kupfers zur Base, in der aus der wasserigen Lésung 
dargestellten tiefblauen Komplexverbindung. Da der 7-Lminowasser- 
stoff des Hypoxanthins durch Methyl substituiert ist, bleibt die Méglich- 
keit der Bindung des Kupfers mit zwei Purinmolekeln durch Sub- 
stitution des 6-Enolwasserstoffs. Wenn namlich der Wasserstoff in 
Stellung 1 durch Methyl ersetzt ist, so wird kein Komplex mehr gebildet : 
1,7-Dimethylhypoxanthin gibt mit Cu” keine Kompleaxverbindung. 

Wird in 7-Methylhypoxanthin der Wasserstoff in Stellung 2 durch 
Chlor substituiert, so bildet diese Verbindung (7-Methyl-2-chlorhypo- 
xanthin) ebenfalls keinen Komplex mit Kupfer, woraus zu schlieBen 
ist, daB die Cl-Gruppe in Stellung 2 einen hemmenden EinfluB auf die 
Bildung der Enolform ausiibt. Das 2-Chlor-7-Methylhypoxanthin 
gibt keine alkalilésliche Kupferverbindung, es existiert anscheinend 
nur in der Ketoform. Auch 7-Methylquanin und 7-Methylxanthin 
geben — wahrscheinlich aus demselben Grunde — keine Kupfer- 
komplexverbindungen!. 

Daraus ergibt sich, daB die Bildung von Kupferkomplexen der 
Purinbasen von je einer von zwei (untereinander unabhangigen) Gruppen 
abhangig ist. 

* Die gr6Beren Abweichungen von den berechneten Werten sind durch 
Verunreinigung mit Spuren der blaBblauen Verbindung verursacht. 

' Ware die Iminogruppe in Stellung 1 zur Komplexbildung befahigt, so 
muBten diese Purinbasen (7-Methylguanin und 7-Methylxanthin) in ihrer 
Ketoform Komplexe mit Cu* eingehen, was nicht der Fall ist. 
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Die eine ist die Iminogruppe des Imidazolringes, wie bereits vor 
Parnas und Klimek festgestellt wurde; in der itiberwiegenden Mehrzah 
der Purinkupferkomplexe ist diese Gruppe in Stellung 7 des Purinkerne 
fiir die Komplexverbindung maBgebend. Die zweite Gruppe ist das enc 
lische Hydroxyl in Stellung 6. Eine solche Kupferkomplexverbindung 
kennen wir bis jetzt nur bei 7-Methylhypoxanthin. Nur iiber diese Ver 
bindung kann mit Sicherheit ausgesagt werden, daB als kupferbildend: 
Gruppe ausschlieBlich das Hydroxyl in Stellung 6 in Betracht kommt 
Diese Behauptung wird dadurch gestiitzt, daB nach Aufhebung de: 
Enolisierung (1, 7-Dimethylhvpoxanthin) keine Komplexverbindung 
entsteht. Die Tatsache, daB 7-Methyladenin keine Komplexverbindung 
eingeht. lieBe sich in diesem Sinne deuten, daB entweder der Imino 
gruppe in Stellung L des Pyrimidinkernes (in der Carbiminoform diese; 
Purinbase) die Fahigkeit zur Komplexbildung abgeht, oder, daB di 
Aminogruppe an 6 unter unserer Versuchsanordnung nicht in dic 
Carbiminform iibergeht. Daraus folgt weiter, daB die Enolisierung 
an der Stelle 6 auch von anderen Faktoren im Pyrimidinkern abhangiyg 
ist. Die Anwesenheit von Sauerstoff (7-Methylxanthin und Theo- 
bromin), Chlor (7-Methyl-,2-chlorhypoxanthin) und schlieBlich det 
Aminogruppe (7-Methylguanin) stért anscheinend die Enolisierung des 
Sauerstoffs in Stellung 6, da diese Kérper keine Komplexverbin 
dungen_ bilden. 

Es ergeben sich somit folgende Schliisse : 

Beziiglich der Purinbasen, die als Xanthinderivate bei un 
hesetzter 7-Stellung Komplexverbindungen eingehen (Xanthin, Theo- 
phyllin, Harnséiure) kann behauptet werden, daB das Wesen des Kom 


plexes die Bindung in der Iminogruppe 7 ist; um so mehr bezieht sich 


diese Folgerung auf die Aminopurine, d. i. Adenin und Guanin. Dagegen 
kann man einzig fiir das Hypoxanthin keine bestimmte Behauptung 
beziiglich der komplexbildenden Gruppe aussprechen. 


Herrn Professor Parnas danken wir fiir die wahrend dieser Arbeit 
gewahrte Anregung und Untersttitzung. 


Literatur. 

1) R. Klimek u. J.K. Parnas, diese Zeitschr. 252, 392, 19338. ~ he 
Parnas u. R. Klimek, Zeitschr. f. physiol. Chem, 217, 75, 1933. 3) H. Stev 
del, ebenda 216, 77, 1933. 4) R. Klimek u. J. K. Parnas, ebenda 21s, 
30, 1933. 
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Die dilatometrische Methode bei Esterbildung und Esterspaltung. 


Von 
R. Ammon und K. Bartseht. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1933. 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die dilatometrische Verfolgung der Esterhydrolyse und -synthese 
st6Bt, wie P. Rona und R. Ammon! zeigten, auf Schwierigkeiten. 
Bei der Hydrolyse, die man, besonders beim Arbeiten mit Fermenten, 
gepuffert verfolgen mu, nimmt der Puffer selbst an der Volumen- 
bildung teil. Rona und Ammon konnten lediglich die Hydrolyse des 
d, |-Alaninathvlesters dilatometrisch messen, weil dieser Ester wegen 
seines amphoteren Charakters nicht gepuffert zu werden braucht. 
Ks ist nun bei manchen Kérpern méglich, die enzymatische Hydrolyse 
unter den Bedingungen fiir Synthese zu verfolgen, d. h. in stark alkoholi- 
schem Milieu. Die Dilatometrie eines solchen einheitlichen Systems 
der Synthese und Hydrolyse von Estern st6Bt aber auf neue Schwierig- 
keiten. Der Alkohol lést das Hahnfett auf und macht die Apparate 
undicht. 

Um nun die Esterbildung und Spaltung doch unter einheitlichen 
Bedingungen studieren zu kénnen, hat Rona ein Dilatometer vor- 
geschlagen, das vollkommen hahnios arbeitet. In neuerer Zeit sind 
sowohl von chemischer? als auch von muskelphysiologischer* Seite 
Dilatometer beschrieben worden. Auch hier soll weiter unten die 
Benutzung des neuen Dilatometers genau mitgeteilt werden, da es 
mit seinem Schliffkolbenprinzip allgemeiner Verwendung finden kann. 

Zu seiner Ausprobung wird die Volumenmessung bei der Bildung 
und Spaltung von n-Butyl-n-Butyrat durch Schweinepankreaspulver 
beschrieben, ein System, das in Anlehnung an die Arbeit von Bodenstein 
und Dietz* und Dietz®, von Rona, Ammon und Fischgold® und von Rona 
und Ammon (1. ¢.) in seinem kinetischen Verhalten untersucht ist. Die 
Dilatometrie der enzymatischen Esterbildung und -spaltung hat ein 
gewisses theoretisches Interesse. Es miissen naimlich die Volumen- 
veranderungen bei Hydrolyse und Synthese unter voéllig analogen Be- 


1 Diese Zeitschr. 249, 446, 1932. 2 R. Holcomb, Science (N. Y.) 1, 
261, 1933. — 3 O. Meyerhof u. W. Méhle, diese Zeitschr. 260, 454, 1933. 

4 Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 605, 1906. — ® Zeitschr. f. physiol. Chem. 
52. 279, 1907. — ® Diese Zeitschr. 241, 460, 1931. 
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dingungen auf gleiche Umsitze gleich, nur von entgegengesetztem Vor 


. . s . . . . . . . 
zeichen sein. Uber diese Frage liegt lediglich von Galeotti! eine Angab: 


vor, die nur qualitativ zu verwerten ist. 

Kine dilatometrische Methode wiirde auBerdem fiir den weiteren 
Ausbau von Syntheseversuchen von Wert sein. (Galeotti, der die Bildung 
und Spaltung des Athylbutyrats durch Pankreasextrakt dilatometriscl. 
untersuchte, fand, da8 bei der Hydrolyse eine Volumenverminderuny 
und bei der Synthese eine VolumenvergréBerung eintritt. Eine Volumen. 
zunahme fand er auch bei der enzymatischen Butyroin- und Olein 
synthese. 

Das Ferment war ein sehr wirksames Aceton-Ather-Trockenpulver 
von Schweinepankreas. Dieses Pulver hat die Eigenschaft, in n-Buty! 
alkohol, der 10°, Wasser enthalt, zu quellen. Im Dilatometer findet dabei 
eine geringe Volumenverminderung statt. die allmahlich nachlaBt. Wi: 
haben daher fiir alle Versuche das Pulver vorbehandelt. Es wurde am 
Abend vor Versuchsbeginn mit 90° ,igem Butylalkohol versetzt. (Je 1g 
Pulver mit 50ccem eines Butylalkohols, der 10°, Wasser enthielt, wurde tiber 
Nacht im Brutschrank bei 37° geschiittelt.) Am nachsten Morgen wurde 
das Pulver durch Abzentrifugieren wiedergewonnen und diente fiir die 
Versuche. Die synthetisierende und hydrolysierende Wirkung des Ferment - 
praparats hat durch die Vorbehandlung keine wesentliche EinbuSe erlitten 
Bei den Syntheseversuchen enthielt der 90° ,ige Butylalkohol Butterséur: 
in solcher Menge, daB die Gesamtkonzentration m/10 war (auf 50 cem 
0,46 cem n-Buttersdiure), ganz analog wurden die Hydrolyseversuche 
angesetzt, also auch in einer Gesamtkonzentration von m/1LO (auf je 50 cem 
0,82 cem n-Butyl-n-Butyrat). Die Eigenverseiftung und Eigenveresterung 
der Lésungen von n-Butterséure oder des Butylesters in dem wasse1 
haltigen Butylalkohol ist bei 37° so klein, zumal bei der Versuchsdaue1 
von nur einigen Stunden, daB sie sowohl titrimetrisch als auch volumetrisch 
nicht mehr erfaBbar ist®. Es muBten aber Jedesmal Kontrollen angesetzt 
werden, die das Verhalten des Pulvers in dem 90° ,igen Butylalkoho! 
iiberwachten. Das Pulver hat die Eigenschaft — auch nach der Vorbehand 
lung —. eine kleine aber doch titrimetrisch feststellbare Sauremenge ab- 
zugeben, die ,.Fermentséure** 3, die sich auch im Dilatometer verrat. Zur 
Verfolgung der Hydrolyse und Synthese neben der Dilatometrie diente 
die Titration. Ungefahr je 6cem des gleichzeitig bei 37° im Wasserbad 
der Dilatometer befindlichen und schiittelnden Ansétze aus vorbehandeltem 
Ferment, Saure bzw. Ester und wasserigem Alkohol werden zu bestimmte! 
Zeit entnommen und zentrifugiert. Vom klaren Zentrifugat werden zweimal| 
je 2cem zur Titration nach Zusatz von 5cem absolutem Alkohol und 
Phenolphthalein mit n/10 NaOH benutzt. 

Die Form der benutzten Dilatometer ist aus Abb. | ersichtlich. Das 
HauptgefaB G lauft nach oben in zwei Schenkel J und JJ aus. J enthait 
einen breiten Kanal mit einer Verengung 2 mit Nullmarke MM, J/ besteht 
aus einer 30¢m langen Kapillaren K mit Skala; am oberen Ende lauft die 
Kapillare in die Erweiterung B aus. Das obere Ende des Schenkels J enthalt 


! Zeitschr. f. physik. Chem. 76, 105, 1911; 80, 241, 1912. — # Selbst 
nach 48 Stunden konnte keine Volumenveranderung gemessen werden. 
3 Rona, Ammon u. Fischgold, |. ce. 
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inen geschliffenen Teil A, in den ein passender Schliffkolben eingefithrt 
werden kann, der gut luftdicht abschlieBt und mittels einer Schraube nach 
oben und unten verschiebbar ist. Er dient zur Einstellung der linken 
Fliissigkeitssiule auf die Nullmarke V7. Das Gesamtvolumen des Wilato- 
meters betragt 50 cem. Auf Grund der Eichung entsprach | em der Kapillare 
etwa lemm. Im HauptgefaB G betinden sich zwei Glasstabchen, um das 
Durchschiitteln zu erleichtern. 


Me Fiillung des Apparats mit der das Pankreaspulver enthaltenden 
a Substanz erfordert einige Ubung. Es gilt 1. kein Pulver in die 


Kapiilare gelangen zu lassen, 2. die Fliissigkeitsmenge so abzupassen, dal’ 


sie bis zu einer giinstigen Stelle der Kapillare reicht, wenn 
sie im Schenkel 4A auf die Marke .V/ eingestellt wird und 
3. samtliche Luftblasen zu beseitigen. Um das nachtriag- 
liche Entstehen von Luftblasen zu vermeiden, wird zu- 
nichst das zur Herstellung des 90° igen Butylalkohols 
benétigte Wasser gut ausgekocht und die L6sungen von 
Buttersdiure bzw. von Butylbutyrat werden im Wasserbad 
evakuiert. Mit etwa 25cem der L6sung werden nun die 
|g des vorbehandelten Pankreaspulvers aus dem Zentri- 
fugenglas mittels eines kleinen Trichters bei A in das 
Dilatometer) gut tbergespiilt, wahrend bei 2B mit der 
Wasserstrahlpumpe gesaugt wird. Weitere licem der 
Losung sorgen dafiir, daB Trichter- und Dilatometerwan- 
dungen frei von Pulverteilechen sind. Das CGanze hat 
moglichst schnell zu geschehen, um allzugroBe Abkitihlung 
zu verhindern, da sonst die Konstanz der Einstellung zu 
lange auf sich warten laBt. Nach etwa 10 Minuten (man 
fiillt inzwischen andere Dilatometer) hat sich das Pulver 
auf den Boden von G@ gesetzt. Man gieBt dann, immer 
bei B saugend, die fehlenden etwa 10cem der Lésung nach. 
und zwar soviel, dais} die ganze Kapillare mit der klaren 
Fliissigkeit gefilllt ist und B sich gerade zu fiillen be- 
ginnt. Da _ hierbei méglicherweise ein Pankreasteilechen 
in die Kapillare geraten ist, so gieBt man jetzt die Er- Abb. 1. 
weiterung 6B voll und saugt bei A, bis die Erweiterung 72 
fast leer ist. Dabei sorgt man durch geeignetes Neigen des Dilatometers 





dafiir, daB alle beim Fiillen eingeschlossene Luft sich bei )) sammelt und 
mit herausgesogen wird. Nun gieBt man den Schenkel J bis zu einer Marke H 
voll, die man durch Probieren finden muB und fithrt nun den Schliffstopten 
ein, der jetzt die Fliissigkeit langsam vor sich her driickt. Die Marke H 
muB so gewahlt sein, daB schlieBlich der Fliissigkeitsspiegel in R zum 
Stillstand kommt, und trotzdem die obere Regulierschraube noch geniigend 
Spielraum nach beiden Seiten behaélt, da wahrend des Versuchs dauernd 
nacnreguliert werden muB. Nun befindet sich aber die Fliissigkeit in J/ 
noch nicht in der richtigen Héhe. Sie soll ja in der Kapillare enden. Das 
erreicht man am bequemsten so, daB man mit Hilfe der Schraube die Fliissig- 
keit in R etwa 2 bis 3em unter die Marke WV herabdriickt, dann die Er- 
weiterung B mit FlieBpapier leersaugt und nun die Schraube bei A wieder 
hochdreht. Bei einigem Geschick erreicht man dann, dais die Marke M 
und eine giinstige Stelle in der Kapillare (etwa die Mitte) gleichzeitig ge- 
troffen werden. Man beseitigt mit einem trockenen Stiick FlieBpapier 
die Fliissigkeit in der Erweiterung B restlos, da sich sonst leicht durch 


22* 
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NachtlieBen noch Blaschen iiber dem Ablesemeniskus bilden. Die Tem 
peraturemptindlichkeit der Instrumente ist bei der verwendeten  Fiil! 
substanz auBerordentlich groB, Temperaturdifferenzen von ! jo" bewirke: 
einen in mm meBbaren Ausschlag in der Kapillaren. Als Kontrolle dient, 
ein mit 90° ,igem n-Butylalkohol gefiilltes Dilatometer. 

Wir lasen bei den Synthese- und Hydrolyseversuchen in Absténden 
von je 30 Minuten die Volumenbetrage ab. Das Dilatometer wurde nach 
jeder Ablesung gut umgeschiittelt, um das Pulver aufzuriihren. 

Die titrimetrische Verfolgung der Synthese geschah in. stiindlichen 
Abnahmen. Da es sich. wie aus der Tabelle ersichtlich, bei der Hydrolyse 
um geringere Umsetzungen handelt, so wurden lingere Zeitraéume gewahlt: 
wir titrierten nur alle 90 Minuten und verlangerten die Versuchsdaue: 
von 5 aut 6 Stunden. Die Ergebnisse seien tabellarisch zusammengestellt 


Synthese. 


Volumenveranderungen in den Dilatometern. 





Anderung der Siuremengen, aus- 
Volumenverinderung in den Dilatometern in emm gedriickt in cem n/20 NaOH pro 
2cem Versuchstliissigkeit 


Haupt- 
versuch 
nach Be- 
Ferment- Haupt- — riicksichti- 
siure versuch gung von Haupt- 
Kontrolle versuch 
und Fer- 
mentsiure 


verschwun- , 

dene Siure gebildete Butter- 

Ferment- siure 
séure abnahme 


Kontrolle 


0 0 0 0 0 
— 0,561 0.835 1.115 _ : 
0.674 1.67 2.159 0.38 0,04 
0,123 2.13 3,07 - 
1,236 2,97 4,02 0,70 0,08 
1,35 3,62 4.88 _ — 
-~ 1,46 4,08 5.36 0,92 0,10 
— 1,685 4.36 5.77 = 
1,91 5,00 6.54 1,135 0.13 
2,135 5,37 ds _ 
2.246 5.65 7,62 1.335 O15 


butter stureabnahme jn 





ae a a ee ae 
Volumenzunahme in cmm 


Abb, 2. 


Abb. 2 zeigt den Zusammenhang zwischen Volumenveranderuny 
und Esterbildung. Es besteht also zwischen beiden ein proportionales 
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Verhaltnis. Die Umrechnung ergibt, da pro Mol verschwundener 
Siure bzw. gebildeten Esters eine Volumenvermehrung von 4,12 cem 
cintreten wurde. 

H ydrolyse. 


Volumenveranderung in den ODilatometern. 





Anderungen des Séuregehalts 
ausgedriickt in cem n 20 Na Ol 
pro 2cem Versuchsfliissigkeit 


Volumenveriinderung in den Dilatometern in 
emim 


Hauptver 

such nach 

seriicksic 

} Ferment Haupt Berticksich Haupt- Ferment 

Kontrolle siiure versnch BUDE VON versach dure 
; “ Kontrolle i 


gre bildete 
Butter 
saure 
und Fer- 

mentsaure 


0 0 0 
- 0,093 0,112 0,558 
0,093 0,112 0.651 
0,556 0,112 1.023 Ab 0.137 0,04 0.097 
0,093 0,225 - 1,117 - 
0.093 0,225 | — 1,302 . 
0) 0.449 - 1.489 1.040 0232 0,07 0.162 
0 0.582 — 1.675 1.093 — — 
0.093 0,674 1.860 1.093 <t 
+ 0.046 O.SGS8 1.860 0.916 0.337 105 0.232 
+. (),278 0,674 1.954 1.558 
+ 0,998 1,123 2,140 1.110 - 
+ 0.093 1,349 2,420 1,164 O417 O14 0.277 


Die vorstehende Tabelle gibt einen Hydrolyseversuch aus einer 
Reihe ahnlicher Versuche wieder. Wir haben jedoch davon Abstand 
nehmen miissen, ihn wie einen Syntheseversuch quantitativ auszuwerten. 
Rein qualitativ ist ersichtlich, daB bei der Hydrolyse des n-Butyl- 
n-Butyrats unter Synthesebedingungen eine Yolumenabnahme erfolgt. 
Die groBen Streuungen der Volumenwerte in der Tabelle deuten auf 
die Unsicherheiten der Messungen hin. Sie erklaren sich einmal aus 
der schon erwahnten enormen Temperaturempfindlichkeit der butyl- 
alkoholischen Fliissigkeit in den Dilatometern, ferner aus der Volumen- 
veranderung durch die ,,Fermentsaiure’. Beide Einfliisse tiberdecken 
die ohnehin schon geringen Ausschlige bei der Hydrolyse im Dilato- 
meter, die ja so klein sein miissen, da die Umsiitze so sehr viel geringer 
sind als bei der Synthese. 

Bei der Synthese des Esters entspricht 1 Mol Ester einer Volumen- 
zinahme yon 4,l2cem. Die Hydrolyse des n-Butyl-n-Butyrats ist 
nicht quantitativ dilatometrisch erfaBbar: es zeigt sich lediglich. dab 
bei der Spaltung durch das Pankreaspulver eine Volumenverminderung 
eintritt. 





Die Nierenrinde als Speicher. 


Von 
Rudolf Keller. 
(Arbeiten der biologisch-physikalischen Arbeitsgemeinschatft im Zoologischen 
Institut der deutschen Universitat in| Prag. Mit Unterstiitzung des 
Ministeriums fiir Schulwesen und Volkskultur.) 


(Eingegangen am 25, Dezember 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Wenn man einem Tier einen nicht zu leicht diffusiblen sogenannten 
sauren Farbstoff, z. B. Trypanblau, injiziert, so findet man ihn nach 
kurzer Zeit in gewissen Geweben gespeichert, im Leberparenchym und 
in den Kupfferschen Sternzellen, in der Milz, in den Lymphdriisen und 
in anderen Organen, am auffallendsten aber in der Rinde der Niere, 
welche sich beim Durchschneiden in scharfer Zeichnung dunkel von dem 
ungefarbten Mark abhebt. Das ist eine altbekannte in allen Lehr- 
biichern der Histologie abgebildete Erscheinung. Es liegt auf der Hand, 
daB sich diese besondere Speicherungsfahigkeit der Nierenrinde nicht 
etwa nur auf die dem menschlichen Auge sichtbar gefarbten Stoffe 
bezieht. Tatsachlich werden auch farblose Stoffe in diesem Teil der 
Niere akkumuliert. 

Von der Glucose weiB man dies schon seit zwei Jahrzehnten (Nish7'), 
vom Harnstoff seit einigen Jahren (Cushny, Brandt- Rehberg, Leif, Poulsson, 
Hober)*. Die hier aufgezahlten heterogenen Stoffe haben eine gemeinsame 
Kigenschaft, namlich die negativ-elektrische Ladung im biologischen Milieu. 
Wenn es richtig ist, daB diese Ladung mit dem damit verbundenen Wande- 
rungssinn zur Anode einer der Hauptfaktoren bei dem Transport und der 
Veyteilung der Nahrungs- und Exkretstoffe ist, so miissen auch andere 
farblose Stoffe gleichen Wanderungssinnes in der Nierenrinde gespeichert 
werden. Eine Anzahl von Forschern, die sich mit diesem Gegenstand 
beschaftigt haben, glauben auch bei genauer mikroskopischer Betrachtung 
einige farblose Nierengifte an den Stellen der Farbstoffspeicherung im 
proximalen Teil der gewundenen Kanialchen durch ein glasiges Aussehen 
der Epithelzellen zu erkennen, z. B. Uransalze, Quecksilbersalze, Phlorrhizin. 

Auch von den als Neutralsalze bezeichneten Stoffen hat sich in den 
letzten Jahren ergeben, daB sie in Gegenwart eines Uberschusses von 
Biokolloiden eine deutliche Elektropolaritat erkennen lassen, die sie in 
zwei Gruppen scheidet. Die Tatsache, daB zwei solche empirisch gefundene 
Gruppen existieren, diirfte vor einem Jahrhundert entdeckt worden sein. 
Schon die Pflanzenphysiologen Liebig und Schimper wuBten, daB die Kohlen- 
hydrate zusammen mit Kalium, Magnesium, Phosphorsaiure wandern, und 
viele andere Pflanzenphysiologen haben diese Tatsache bestatigt. zuletzt 


' Nishi, Arch. f. exper. Pathol. 62, 329, 1910. 2 Die Literatur ist 
gesammelt in der kiirzlich erschienenen Monographie Keller, ..Der elek 
trische Faktor der Nierenarbeit’*, Verlag Kitt?’s Nachf.. Méhr.-Ostrau, L939 
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Stoklasa 1916. In der Tierchemie scheint Forster 1875 der erste gewesen 
susein, der die beiden antagonistisch wandernden Gruppen erkannte. 
Er nannte die Gruppe Kalium, Magnesium, Phosphat, Sulfate die ,,Gewebs- 
salze**, die Gruppe Natrium, Chloride ,,Saftesalze. Nach ihm haben eine 
ganze Anzahl von Biochemikern, Wiechowski, Spiro, Gamble, vor allem aber 
Tisdall und FE. Wertheimer, diese Gruppen neu aufgefunden. Wertheimer 
hat im Laboratorium Abderhaldens etwa 30 oder 40 solcher Salze und Farh- 
stoffe studiert und hat ihren entgegengesetzten Wanderungssinn in der 
Haut und der Lungenmembran des Frosches nachgewiesen. Er hat auch 
schon die basischen Farbstoffe durch positive Aufladung (Saurezusatz) 
zur entgegengesetzten Wanderungsrichtung gebracht, die sauren Farbstoffe 
durch Alkali umgeladen. Wie man sieht. sind die beiden gegensatzlichen 
Stoffgruppen schon seit vielen Jahrzehnten in Bruchstiicken, seit Wert 
heimer schon annihernd vollstandig erkannt und beschrieben. Meine 
Mitarbeiter und ich haben nur nachgewiesen, daB sie sich durch ihre elek- 
trische Ladung im Plasma unterscheiden. Die von innen durch die Frosch- 
haut wandernden sind elektronegativ, die von auBen ihnen entgegen- 
wandernden elektropositiv. 


Wir haben in unserem Laboratorium den Mineralstoffgehalt der 
Nierenrinde vom Kaninchen nach feuchter Veraschung untersucht und 
ebenso den des Nierenmarks. Diese Versuche, ausgefiihrt von F. P. 
Fischer, kénnen natwrgemaéB nur ein rohes Bild geben, denn es ist aus 
den mikroskopischen karbungen wie bei allen anderen Organen zu 
ersehen, daB keineswegs die Nierenrinde ausschlieBlich elektropositiv 
ist, sie enthalt im Blute, in der Lymphe, im Bindegewebe, in den Zell- 


kernen zahlreiche relativ negative Orte (die Lymphe ist nach Deydar 
etwa 8 Millivolt weniger negativ als das Blut), das Mark wiederum 
enthalt viele relativ positive Zellen und Zellteile, z. B. die Grund- 
substanz der roten Blutkérperchen, eine Anzahl positiver Orte in der 
Lymphe und an anderen Stellen. 

Infolge der Veraschung mit Oxydationsmitteln erscheint ein Teil 
des organischen Phosphors als PO, in der Asche. Im ganzen jedoch 
tritt die tiberwiegende Elektropositivitat der Rinde und die relative 
Elektronegativitat des Marks in den Analysenziffern klar hervor: 


Mittelwerte der Doppelbestimmungen in Milligrammprozent. 





Cl Na Ca POs . K Mg 
2 PO, 


149 } 45 316 264 411 

Rinde - - 179 ZNE : 32! 247 206 42? 

{85 ‘ 3: 272 227 410 

284 ' 2! 192 48? 402 304 

Mark - - 4()2 i 2? 199 508 429 337 

398 35% 2: 194 64 470 325 
In meiner Nieren-Monographie konnte ich die Beobachtungen 
unseres Laboratoriums tiber die Riickresorption des Séurefuchsins (sicht- 
bar im Tageslicht) oder die des Trypaflavins (nachweisbar im ultra- 
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violetten Licht) nicht durch Photographien belegen, weil diese vergang 
lichen Farbungen sich nicht photographieren lieBen. Inzwischen ist 
es Gicklhorn gelungen, mittels Mikropipetten chinesische Tusche ii 
das interstitielle Gewebe des proximalen Teils des Hauptstiickes zu 
injizieren und dadurch die mit Gewebswasser erfiillten Zelllieken 
doh. die Quelle der Nierenlymphe, elektiv auszufarben. Es folgt hie: 
eine Photographie. In der Mitte des Netzes liegt das nicht sicht bar 
Kanalchenlumen einer Schleife, die von dem Lymphnetz nachgebildet 
ist. Wie in fast allen anderen Organen, ist das Kanalchen nicht direkt 
mit dem Blutkapillarnetz in Beruhrung, sondern nur mit Gewebs 
wasser, dem Quellgebiet der gréBeren Lymphbahnen. Hier die Photo 


graphie von .J. Gicklhorn. 


Abb. 1. Gewebsspalten der Nierenrinde des Salamanders 


Wir wissen noch nicht, ob auch der distale Teil der gewundenen Kanal 
chen solche Lymphnetze hat. Bis jetzt ist es Gicklhorn mit der gleichen 
Methode nur beim proximalen Teil des Hauptsttickes (11. Abschnitt) ge 
lungen, diese elektiven Bilder zu erzeugen. 

Zusammenfassend laBt sich also zeigen, da die Nierenrinde nicht 
nur gefarbte (zur Anode wandernde) Kolloide speichert, sondern auch 
Zucker, Harnstoff und farblose Salze, Kalisalze, Magnesiasalze, Phos- 
phate, die erfahrungsgema8 zur Oxydation des Zuckers notwendig sind. 
Ahnlich wie das Innere der roten Blutkorperchen, ahnlich wie das Par- 
enchym der Leberzellen, die Epidermis der Haut und andere Gewebe hat 
die Nierenrinde auch die Funktion eines Speichers fiir Reservestoffe 

Als Analvsenmethoden dienten: fiir Cl Tschopp (Mikrochem. 6, 161. 
1927): fiir SO, Kolthoff u. v. Cittert (Zeitschr. f. anal. Chem. 68, 392, 1923): 
fiir Phosphat Pincussen (Mikromethodik 8. 


t 
? 


fiir Na Kahane (J. Pharm. 8, 425, 1930); fiir K und Ca Kramer und Tisdall 


(J. of biol. Chem. 47. 475, 1921: 77. 647, 1928); fiir Mg Gadient (Helv. chu 
acta 4). 
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Sind Methylguanidinoxalsiure (Kreaton), Methylguanidin und 
Oxalsiure natiirliche Bestandteile des Muskelgewebes? 
Von 
T. Mann. 


fAus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow (Lemberg). 


(Eingegangen am 27. Dezember 1935.) 


Die vorliegende Arbeit wurde mit der Absicht unternommen, das 
von WI. Gulewitsch vor wenigen Monaten (1) aus Muskelfleisch isolierte 
Kreaton (Methylguanidinoxalsaure) praiparativ darzustellen, und seine 
physiologischen Beziehungen zu untersuchen. Schon bei der ersten Dar- 
stellung des Kreatons nach dem von Gulewitsch angegebenen Verfahren 
wurden Beobachtungen gemacht, die es so gut wie sicher erscheinen 
lieBen, daB im Kreaton kein nativer Bestandteil des Gewebes vorliegt, 
und daB diese Verbindung in einer genau zu bestimmenden chemischen 
Operation aus Kreatinin entsteht. Wahrend der Darstellung dieses 


Korpers nach Gulewitsch, im Gang seiner bekannten Aufarbeitung der 


Muskelbasen, wird im Filtrat einer HgSO,-Fallung, nach Entqueck- 


silberung, eine Sublimatfallung erzeugt:; diese wird ausgewaschen und 
mit Wasser ausgekocht. Aus diesem Auszug, der nur sehr wenig Queck- 
silber enthalt, kristallisiert dann beim langeren Stehen das schwer- 
lésliche _Kreaton, das nach einer weiteren Kristallisation quecksilberfrei 
und rein erhalten wird. Diese Operation erschien an sich ritselhaft, 
und Gulewitsch selber bezeichnet es als merkwiirdig, daB das Kreaton 
quecksilberfrei durch Aufkochen der Quecksilberfallung erhalten wird. 
Die Erklarung fanden wir sofort in der Beobachtung, daB der Riickstand., 
der nach dem Auskochen des Kreaton verblieben ist, aus Mercurochlorid 
hesteht, und daB der Extrakt stark sauer war: dabei enthielt die Fallung 
vor dem Auskochen keine Mercuroverbindung, sie war aus einer neutralen 
Lésung gefallt und ausgewaschen. Es war also klar, daB das Kreaton 
gerade in der Operation, in welcher es gewonnen wird, erzeugt worden 
ist. Diese Reaktion kann, ohne daB wir auf ihren genauen Mecha- 
nismus eingehen, vorlaiufig so formuliert werden: 
[Hg Cl], 
C~CO CO.COOH 


CL ,C—N 2HEL 
NH NH, 


NH NH 
Diese Formulierung stiitzen wir auf die Feststellung, da® unter den 
Bedingungen, welche der Methode von Gulewitsch nachgebildet sind, 
Spaltprodukte des Kreatons aus Kreatinin erhalten werden kénnen, 
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Die Fragen, welche mit dem Vorkommen des Kreatons zusammen 
hangen, reichen iiber die Frage nach dem nativen Charakter diese) 
Verbindung hinaus. Das Kreaton zerfallt auBerordentlich leicht in 
Methylguanidin und Oxalsiure. Die Oxydation des Kreatins und 
Kreatinins zu Methyviguanidin durch Quecksilberoxyd ist in de) 
klassischen Arbeit von Dessaignes (1854) (2) beschrieben worden, und 
seitdem ist einerseits die Oxvdation des Kreatins gerade zu Kreaton 
und seinen Spaltprodukten durch S. Greenwald (3), sowie durch Bau 
mann und Ingwaldsen (4) beschrieben worden, andererseits aber auch 
die Reduktion des Quecksilberniederschlags von Kreatin von Engel 
(1874) (5) beobachtet worden. Die Oxydation von Kreatin und 
Kreatinin zu Methylguanidin, Glyoxylséure und Oxalsdure durch andere 
Oxydationsmittel [Wasserstoffsuperoxyd Dakin (6), ammoniakalische 
Kupferoxydlésung Low (7)] ist hier ebenfalls zu erwahnen. 


Damit aber haingt die alte Frage zusammen, ob Methylguanidin, 
das seit lange als Bestandteil des Muskels und des Harns nach dem 
Verfahren von Autscher und von Gulewitsch gefunden wird, ein nativer 
Bestandteil des Harns und des Muskels ist: und ob Oxalsdure, die erst 
kiirzlich von Steudel (11) im Muskelextrakt gefunden worden ist, wirklich 
im Muskel vorkommt. Nach den hier gemachten Feststellungen miissen 
alle Darstellungen, auch des Methylguanidins und der Oxalsaure  be- 
denklich erscheinen, in welchen die Extrakte vor der Abscheidung der 
Base oder bei ihrer Fallung mit Mercurisalzen bearbeitet werden. Wir 
stimmen hier mit der Auffassung von Greenwald (3) iiberein. Bekanntlich 
hat Ewins (8) nachgewiesen, daB bei der Bearbeitung mit Silbersalzen 
und Barytlauge Methylguanidin aus Kreatin bzw. Kreatinin entsteht, 
und dadurch diejenigen Isolierungen dieser Base in Frage gestellt, bei 
welchen diese Fallungsmethoden Anwendung finden. Smorodinzew und 
Adowa haben dann, um diese Fehlerquelle zu vermeiden, Methylguanidin 
durch Fallung mit Sublimat und Natriumacetat aus Harn, Fleisch- 
extrakt (10) und frischem Fleisch gewonnen, und zwar durch Digerieren 
der Sublimatfallung mit Salzsiure: sie geben jedoch auch dieses Re- 
sultat mit Vorbehalt wieder (9), was durch die hier gemachten Fest- 
stellungen sehr gerechtfertigt erscheint. 


Die Oxalsiure wurde von Steudel (11) aus Muskelextrakt 
dargestellt, aus dem er Adenylsiure nach dem Verfahren von 
A. Hahn (12) (13) darstellen wollte, und der zu diesem Zweck mit 
Mercuriacetat behandelt worden sind. Hier war die Méglichkeit eine) 
Oxydation des Kreatins ebenfalls gegeben. Dies schlieBt natiirlich 
nicht aus, daB in Muskelextrakten auch andere Wassers‘offakzeptoren 
die Uberfiithrung des Kreatins oder Kreatinins in Methylguanidinoxal- 
siiure bewirken kénnen und daB darauf das Vorkommen der Oxalsaure 
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im modernen Liebigschen Fleischextrakt (Steudel) zuriickzufiihren ist. 
Fir die Annahme, daB Oxydationen des Kreatins oder der Kreatin- 
phosphorsdéure im Gewebe stattfinden, fehlt jedoch jeder Anhaltspunkt. 

WI. Gulewitsch hat die Frage, ob das Kreaton ein nativer oder ein 
kiinstlich erzeugter Bestandteil des Fleisches ist, sehr sorgfaltig er- 
wogen und insbesondere die Griinde, die sich fiir und gegen aus der 
Arbeit von Baumann und Ingwaldsen (4) ergeben, gewiirdigt; er ist 
indessen zum SchluB gelangt, daB im Kreaton ein Bestandteil des 
Muskelgewebes vorliegt, und er hat die biochemischen Konsequenzen 
dieser Vermutung ausfiihrlich besprochen. Er hat jedoch die merk- 
wirdige Reaktion, in welcher das Kreaton aus der Quecksilberfallung 
des Kreatinins entsteht, nicht erkannt, und es ist ihm nicht gelungen, 
bei einer seiner Methode nachgebildeten Behandlung des reinen Kreatins 
Kreaton zu erhalten. Nach den hier gemachten Feststellungen muB 
das Kreaton sicher als Kunstprodukt betrachtet werden, das Methyl- 
guanidin und die Oxalsadure miissen ebenfalls mit gr6Bter Wahrscheinlich- 
keit als Spaltstiicke dieses Kunstprodukts aufgefaBt werden. 


Experimentelles. 
1. Darstellung des Kreatons. 


Die Darstellung erfolgte nach der Vorschrift von Smorodinzew und 
Gulewitsch (14), die durch die letzten Vorschriften von Gulewitsch (1) erganzt 
worden sind. Wir gingen von 10 kg ganz frischem Pferdefleisch aus; die 
Verarbeitung (Aufkochen, Abkiihlen, Abpressen, Eindampfen) geschah mit 
derjenigen technischen Vollkommenheit und Geschwindigkeit, die hier in 
der chemischen Fabrik ,,Laokoon*' fiir die fabrikatorische Darstellung der 
Adenylsiure angewandt wird. Aus dem ersten Extrakt wurden 65°, auf 
Kreaton verarbeitet, der Rest fiir die Untersuchung seiner eventuellen 
Muttersubstanzen beiseite gestellt. 

Bei der Verarbeitung nach Gulewitsch-Smorodinzew wurde nach Ein- 
engen, doppelter Fallung mit Quecksilbersulfat, Entfernung des Quecksilbers, 
der Sulfate und des Bariums, sowie Einengung im Vakuum, der Sublimat- 
niederschlag bei neutraler Reaktion aus 650ccm mit insgesamt 66 ¢ 
Sublimat gefallt. Die Fallung wurde gewaschen, dreimal mit Wasser aus- 
gekocht und filtriert: im Kiihlschrank kristallisierten 1.47 g¢ einer griin- 
gelblichen kristallisierten Substanz; sie wurde in 150 ccm Wasser heif 
gelést, filtriert und dadurch von Spuren von Kalomel befreit. Das Kreaton 
kristallisiert in schiefen Tafelchen, aschefrei, Schmelzpunkt 204° (korr.), 
in Ubereinstimmung mit Baumann und Inqwaldsen.  Gulewitsch findet 
182,5°.. Zur chemischen Sicherstellung des Kreatons als Methylguanidin- 
derivat wurden 30mg des Priparats nach EF. Fischer mit Chlor zersetzt 
und nach Kindampfen im Vakuum aus dem aufgenommenen Riickstand 
das Methylguanidinpikrat gefallt; Schmelzpunkt des Reohpriaparats 198°. 
Damit ist der bis jetzt fehlende Nachweis gefiihrt. daB die Methylguanidin- 
gruppe im Kreaton enthalten ist, worauf bisher aus der Elementaranalyse, 
sowie der Abspaltung des Methylamins und Ammoniaks geschlossen 
worden ist. 
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2. Die Herkunft des Kreatons. 


Woraus besteht der Riickstand, aus dem durch kochendes Wasse 
Kreaton extrahiert worden ist % 

Die qualitative Priifung zeigt, daB es sich um Mercurochlorid handelt 
Priift man aber mit Ammoniak den Niederschlag vor dem Auskochen, so 
ergibt sich keine Spur von Schwarzung. Die Extraktion der Sublimat- 
fallaung wurde einmal nach 6 Stunden, einmal nach 14 Stunden Stehen im 
Kiihlschrank vorgenommen. Gulewitsch extrahierte dagegen nach 3 Tagen. 

Der Niederschlag, durch dessen Auskochen das Kreaton erhalten 
worden ist, und der auf Grund seiner Reaktionen als Kalomel angesprochen 
worden ist, wurde noch einmal ausgekocht und auf seinen Stickstoffgehalt 
untersucht. Eine Probe, entsprechend 600 g Fleisch, wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das Filtrat entschwefelt und in einem aliquoten Tei! 
Stickstoff bestimmt. Es ergibt sich fiir die Gesamtmenge (6,5 kg Fleisch) 
12,8 mg N, entsprechend 34,2 mg Kreatinin und Kreatin (als Kreatinin 
gerechnet). Eine andere Probe wurde direkt, ohne Zersetzung mit Schwefel- 
wasserstoff, untersucht, und fiir die Gesamtmenge (6,5 kg Fleisch) 55mg N, 
entsprechend 146,8 mg Kreatin und Kreatinin, gefunden. Diese Menge 
entspricht etwa 10°, der aus den wasserigen Ausziigen dieses Niederschlags 
gewonnenen kristallisierten Kreatons. Dies erscheint als ein weitere: 
Beweis. daB das Kreaton tatsaéchlich wahrend des Auskochens der Queck 
silberverbindung seiner Muttersubstanz entstanden ist. 


3. Die Muttersubstanzen. 


Die urspriingliche Lésung wurde vor der HgCl,-Fallung in der tiblichen 
Weise nach Folin kolorimetrisch auf Kreatin und Kreatinin untersucht : 


es wurde gefunden, daB der Extrakt pro Kubikzentimeter 12 mg Kreatinin | 


und 4mg Kreatin enthielt. Diese Bestimmung ist freilich nur angenihert. 
aber es handelt sich nur um die Feststellung des Verhaltnisses der beiden 


Bestandteile. Es hat sich also ergeben, daB wiabrend der Verarbeitung 


nach Gulewitsch das Kreatin zu 75°, in Kreatinin tibergefiihrt worden ist 
und da8 dieser Stoff als Muttersubstanz des Kreatons in Betracht zu 
ziehen ist. 

Das Kreaton gibt keine Jaffésche Reaktion mit Pikrat: man kann 
Kreatinin neben seinem Oxydationsprodukt mittels dieser Reaktion nach- 
weisen. 


Die Mutterlauge des Kreatons wurde von Quecksilber befreit und | 
auf 360 ccm eingeengt, die 0,63 g Kreatinin enthielten, ohne nachweisbare | 
Kreatinmengen. Der Extrakt enthielt vor der Sublimatfallung 10.4 ¢ | 


Kreatin + Kreatinin (als Kreatinin gerechnet), nach der Fallung 4,2 g. 


Von der Differenz (4,8 g) sind 1,47 g als Kreaton gefunden worden, 0,147 g | 


waren in der Sublimatfallung verblieben. 


4. Wird Kreatin in Muskelextrakt fermentativ gespalten? 


Trotzdem Kreaton ein Kunstprodukt ist, konnte immerhin seine 


intermediare Rolle im chemischen Geschehen des Muskels in Betracht | 


gezogen werden. Wir haben deshalb einige Méglichkeiten untersucht. 
und zwar, ob etwa aus Kreaton Ammoniak und Oxalséure im Sinne de! 
von Gulewitsch (S. 66) angegebenen Gleichung abgespalten wird. Dic 
Versuche wurden so angestellt, daB Ansiétze aus je 10mg Kreaton in 
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Phosphatpuffern bei py 7, im Volumen von 1l0cem, mit Weyerhof- 
schem Muskelextrakt oder mit Muskelbrei, bei 40° | Stunde lang, bzw. bei 37° 
3 Stunden gehalten wurden. In einem Versuch wurde die Aktivitaét der 
Desamininasen in der Weise gepriift. da®B in Gegenwart des Kreatons die 
Desaminierung von Adenylsaiure festgestellt wurde. Es wurde gefunden, 
daB aus Kreaton nicht die geringste Ammoniakabspaltung stattfindet. 

In ahnlicher Weise wurde die Abspaltung der Oxalsiiure untersucht. 
Die Ansaétze mit 100mg Kreaton in 25 cem Wasser, lO cem m/15 
Phosphatpuffer, py 7, 4eem Meyerhofschen Extrakt, wurden nach 
zweistiindiger Inkubation bei 39° mit Metaphosphorsiéiure enteiweiBt, und 
in der tiblichen Weise im enteiweiBten Filtrat die Oxalsiure nach Ather- 
extraktion bestimmt (Ca-Fallung, Auflésung, Titration mit Permanganat). 
Parallel wurde eine Kontrollprobe mit 50 mg Kreaton ohne Muskelextrakt 
angesetzt. In dieser Kontrolle wurden 2cem n/10 KMnQy, verbraucht, 
im Versuch mit Muskelextrakt 4ecm n/I10 KMnO,, so ist folglich 
unter den Versuchsbedingungen etwa 20°, des Kreatons spontan unter 
Abspaltung von Oxalsaure zertallen. Die Anwesenheit des Muskelextrakts 
blieb ohne Einflu®B auf diesen Zerfall. 


5. Spaltung des Kreatons. 


Obwohl die Spaltung von Kreatin und Kreatinin durch Einwirkung 
von Quecksilbersalzen in Methylguanidin, Oxalséiure und Glyoxvlsiure, 
wie eingangs erwahnt, Ofters durchgefiihrt worden ist, so erschien es doch 
interessant, diese Frage nochmals zu untersuchen, insbesondere, weil 
Gulewitsch ausdriicklich bemerkt, daB er eine Spaltung des Kreatins unter 
seinen Versuchsbedingungen nicht feststellen konnte. Es ist in unseren 
Versuchen festgestellt worden, daB als die Muttersubstanz des Kreatons 
das Kreatinin anzusprechen ist, welches in den Sublimatniederschlag 
eingegangen ist. Wir haben uns in ahnlicher Weise, wie Gulewitsch es tut, 
iiberzeugt, daB unser Kreatin und Kreatinin keine Oxalséure enthalt und 
bei dreistiindigem Kochen mit Salzsiure keine Oxalséiure abspaltet. Wenn 
aber dasselbe Kreatinin einer solchen Behandlung unterzogen wurde, wie 
bei derjenigen Verarbeitung, die zum Kreaton fiihrt, so ergab sich, daB 
schon im wisserigen Extrakt der Sublimatfallung sich erhebliche Oxalséure- 
mengen und Glyoxylsiure befinden. Die Oxalséiure wurde in der iiblichen 
Weise als Calcitumoxalat bestimmt, die Glyoxylsiure mit der Adamkiewicz- 
Hopkinsschen Probe mit HiihnereiweiB und Schwefelsdure nachgewiesen. 
Wir haben bei unseren Versuchen zu geringe Mengen Kreatinin angesetzt, 
um Kreaton zu isolieren, doch scheint dies nach dem Vorgang von Baw- 
mann und Inguwaldsen kaum wesentlich. 


Zusammenfassung. 

Die von Gulewitsch beschriebene Methylguanidinoxalsaure (Areaton) 
entsteht bei dem Auskochen der Sublimatfallung des bei der Ver- 
arbeitung entstandenen Kreatinins, unter Hinterlassung von Mercuro- 
chlorid und ist ein Kunstprodukt. Da das Kreaton hydrolytisch leicht 
in Methylguanidin und Oxalséure gespalten wird, so wird dadurch 
wahrscheinlich, daB auch das Methylguanidin und die unlangst von 
Steudel im Muskel gefundene Oxalsdure sich vom Kreaton ableiten und 
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ebenfalls Kunstprodukte sind, zum mindesten in allen Darstellungen 
in welchen bei der Verarbeitung Mercurisalzfillungen zur Anwendung 


gelangten. 


Herrn Prof. Parnas danke ich fiir die Anregung und Untersttitzung he 
dieser Arbeit. 
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enzymatische Klirung von Fruchtsaften und Siib6mosten. 


I. Mitteilung: 


Die Verinderung der Fruchtsiifte bei der spontanen Klirung 
und enzymatischen Behandlung mit Filtrationsenzymen. 


Von 
Alfred Mehlitz und Max Seheuer. 
(Aus der Wissenschaftlichen Abteilung der Versuchsstation fiir Obst-, 
Gemiise- und giérungslose Friichteverwertung, Geisenheim a. Kh.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1933.) 


Seit der Einfiihrung der enzymatischen Klarung von Fruchtsaften 
und SiBmosten mit Hilfe von Filtrationsenzymen (Fermentverfahren) 
ist man dauernd bemiiht gewesen, den Chemismus des Klarungsvorganges 
zu studieren. Urspriinglich glaubte man es im wesentlichen nur mit 
diastatischen und proteolytischen Vorgéngen beim Trubabbau zu tun 
zu haben (1). Wahrend die Proteolyse mit Riicksicht auf die Natur 
der Trubstoffe sicher eine gewisse Rolle spielt, erschienen uns starke- 
abbauende Vorgainge ganz unwahrscheinlich. Kalt abgepreBte Frucht- 
sifte enthalten nach allen unseren Erfahrungen keine geléste Starke. 
Sie gelangt nur beim Erwarmen der Maische in den Saft und verursacht 
dann allerdings bisweilen hartnackige Triibungen, die am besten mit 
diastasereichem Enzymmaterial hydrolysiert werden. Der eine von uns 
wies bereits friiher darauf hin, daB der Keltertrub frisch gepreBter 
Birnensafte neben verhaltnismaBig geringen Mengen von Eiweif und 
GerbstoffeiweiBverbindungen zum gréBten Teil aus Zelltriimmern 
besteht (2). Daraus war der SchluB zu ziehen, daB bei der erfolgreichen 
enzymatischen Klarung von Fruchtsaften nur solche Enzymarten An- 
wendung finden konnten, die die Grundbestandteile der Trubstoffe 
und insbesondere die Zellsubstanzen angreifen. Zur Interzellularsubstanz 
gehért nach A. T'schirch (3) Pektin, das bei der Zertriimmerung der 
Zelle, also beim Mahlen und Pressen der Friichte in den Saft gelangt. 
Es lag nun nahe, fiir die Pektinumwandlung Organismen heranzuziehen, 
die pektinzersetzende Enzyme bilden. So unternahmen es J.J. Willa- 
man, Z.1. Kertesz und E. L. Green (4), Traubensaft mit Hilfe von Nahr- 
flissigkeiten, auf denen Penicillium glaucum gewachsen war, zu fer- 
mentieren. Sie stellten dabei fest, daB das Eiweif des Saftes kaum 
beeinfluBt wird. Dagegen fanden sie, daB das geliste Pektin des Saftes 
teilweise verschwand, d.h. durch die von ihnen angewandte Pektin- 
bestimmungsmethode nach Wichmann (5) nicht mehr erfaBt wurde 
und zum Teil in den Klérungsniederschlag ging. Es gelang ihnen aber 
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nicht, den Chemismus der beobachteten Vorgange aufzuklaren. Leide1 
haben die Autoren auch nur vor der enzymatischen Klarung pasteuri 
sierte Safte verwendet, in welchen durch die Erwarmung eine Reihx 
von unkontrollierbaren Vorgangen stattgefunden haben, die bekanntlich 
die Zusammensetzung und Eigenschaften der Safte gegentiber den frisch 
gekelterten nicht unwesentlich verandern. 

Wir glaubten nun, das vorliegende Problem von einer ganz anderen 
Seite anfassen zu sollen und gingen von der Vorstellung aus, daB die mit 
Filtrationsenzympraparaten bewirkte Klarung gegeniiber der ver- 
schiedentlich beobachteten spontanen Klaérung in der Hauptsache in 
einer auBerordentlichen Beschleunigung des natiirlichen Vorganges be- 
steht. Wenn man nun durch geeignete Konservierung der frisch ge 
preBten Safte jede Organismentatigkeit ausschaltet, so muBte es ge 
lingen, die Klarwirkung der mosteigenen Enzyme (Autolyse) fiir sich 
allein zu studieren. Der spontane Klirvorgang muBte sich dann so 
abspielen, daB jede einzelne Phase und der Fortgang der Klarung 
deutlich zu beobachten und auch analytisch zu verfolgen war. Einige 
Vorversuche ergaben, daB eine Konservierung der frischen Keltermoste 
mit 1° 5, Natriumbenzoat sowohl hinsichtlich der Tatigkeit der most- 
eigenen Enzyme als auch der zugesetzten Filtrationsenzyme ohne 
KinfluB war. 

Bei der Beobachtung der spontanen Saftklarung gewannen wir 
die Uberzeugung, da& dieser Vorgang in hohem MaSe kolloidchemischer 
Natur ist. Es wurde festgestellt, daB sich zunachst verhaltnismaBig 
rasch ein grober, fiir die Klarwirkung und Filtration uninteressanter 
Niederschlag absetzte, der die groben Bestandteile des Mostes, in 
Sonderheit grébere Bestandteile des PreSriickstandes, sonstige Ver- 
unreinigungen wie Sand, Kerne usw. enthielt. Nach mehr oder weniger 
langer Zeit — die Beobachtung erstreckte sich iiber mehrere Wochen 
wurde der grobe Niederschlag von einem feinen, flockigen, meist volumi- 
nésen Niederschlag iiberlagert, der mit zunehmender Klarung des 
dariiberstehenden Saftes gréBer wurde. 

Uns schien diese Ausflockung die Entstabilisierung eines kolloiden 
Systems darzustellen. Unter Beriicksichtigung der verhaltnismabig 
geringen Gewichtsmenge des stark raumfiillenden Niederschlags (etwa 
0,5 g/Liter) konnten wir schlieBen, daB es sich hier um kolloidale Sub- 
stanzen handelt, die an sich nur in verschwindend geringer Menge vor- 
handen zu sein brauchen, aber als Schutzkolloide eine gréBere Menge 
gréber disperser Teilchen in der Schwebe halten. An solchen Schutz- 
kolloiden kamen in erster Linie in Frage EiweiB und Pektin, welche sich 
nach unserer Vorstellung filmartig um die stabilisierten Teilchen herum- 
lagern. Bei der Klarung wird es sich immer nur darum handeln, dic 
Kolloide physikalisch auszuflocken (z. B. Tanningelatinesch6nung) oder 
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chemisch bis zu den niedrigmolekularen, echt léslichen Endprodukten 
der Hydrolyse (Aminoséuren, Galakturonsdiure) abzubauen. 


Sowohl bei EiweiB als auch Pektin besteht weiter die Mdéglichkeit 
einer enzymatischen Veranderung, die die Molekulargr68e kaum verkleinert, 
aber reaktionsfahige Gruppen in Freiheit setzt, die mit anderen Saft- 
bestandteilen (besonders Ca-Salzen) Niederschlage bilden kénnen. Der 
enzymatischen EiweiBgerinnung entspricht beim Pektin die Koagulation 
bzw. Gallertbildung durch Pektase; im Gegensatz hierzu hatten wir es 
bei der vollkommenen Pektinhydrolyse mit einer Pektolase(Pektinase)- 
Wirkung nach Ehrlich (6) zu tun. 

Der Klarungseffekt, insbesondere die Klardauer, Sedimenthéhe und 
Filtrationsgeschwindigkeit wird gleichzeitig von der Viskositat abhangen. 
Die Ausflockung wird um so eher erfolgen, je geringer die Viskositat 
ist. Es wird sich also darum handeln, die viskositatbestimmenden Stoffe 
durch starkwirkende Enzyme rasch abzubauen, wodurch die Viskositat 
auf den niedrigstméglichen Grenzwert herabgedriickt wird, der durch 
die echtgelésten Hauptbestandteile des Saftes (Zucker usw.) gegeben 
ist und erfahrungsgemaB nur wenig tiber dem Wasserwert liegt. Zu 
den viskositaitbestimmenden Stoffen gehéren ebenfalls EiweiB und 
Pektin. Uber ihre Mengenverhaltnisse bei den verschiedenen Frucht- 
siften gibt die folgende Tabelle Aufschlu8. 


Tabelle I. 





Viskositat * 
mg Pektin mg Eiweif im frischen 
Saftart als Ca-Pektat (N . 6,25) Keltersaft 
in 100 cem in 100 cem (Wasserwert 
9,0'' bei 25°) 


Johannisbeeren, rot. ....... 252,0 412 56.8 (17°) 
gC So a a 28,0 402 12,5 (25°) 
a le ee 20,2 887 10,2 (22°) 
SS pe 176.0 390 17,3 (24,5°) 
Normale Kelterapfel . ...... 15,8 222 11,0 (20°) 
| ipa aaron wens aia ome ie 294 12,0 (18°) 
Rieslingtrauben a) Ernte September 7, 386 21,3 (19°) 
b) Ernte Oktober . 78,2 375 14,1 (18,5°) 

* Man beachte die sehr auffallige Abhingigkeit der Viskositét vom Pektingehalt; etwas 
herausfallende Werte sind auf die verschiedenen Mefitemperaturen (17 bis 25°) zurtick- 
zufiibren, die sich leider nicht vermeiden liefen. Andererseits steht der Eiweifgehalt zar 
Viskositat in gar keiner Beziehung. 


Wenn nun die obige Theorie zutrifft, so bestiinde die Méglichkeit, 
durch geeignete Beimischung von definiertem EiweiB und Pektin die 
Ausflockung aufzuheben oder mehr oder weniger stark zu verzégern. 
Entsprechende Versuche sind im folgenden durchgefiihrt worden. Des- 
gleichen waren auch Trubuntersuchungen nétig, die mdglicherweise 
aufschluBreiche Ergebnisse iiber die Natur der Niederschlige und den 
enzymatischen Klarvorgang selbst liefern konnten. 
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Versuchsbeschreibung. 


Unsere nachfolgenden Untersuchungen wurden an_ verschiedenen 
Fruchtséften vorgenommen. Die Friichte wurden in gewohnter Weis 
gemahlen und gepreBt. Die Saftausbeuten betrugen beim ersten Trauben 
versuch (Tabelle II) 5 Liter aus 6,5 kg, beim zweiten Traubenversuch 
(Tabelle IL1) 35 Liter aus 63 kg und beim Apfelversuch (Tabelle IIT) 29 Lite: 
aus 50 kg. Die Safte wurden mit 1°/), Natriumbenzoat konserviert, ‘zu: 
gleichmaBigen Verteilung des Trubes kraftig durchgeschiittelt und aut 
gleichartige Literflaschen, in denen die Beobachtung erfolgte, verteilt. 

Die allgemeine Mostanalyse in den OriginalpreBsaften erstreckte sich 
auf die Ermittlung des Mostgewichts (spezifisches Gewicht nach Oechs/e), 
der Titrationsaziditaét, des py, des Pektin- und EiweiBgehaltes sowie de! 
Viskositaét. Der Pektingehalt wurde nach der Calciumpektatmethode (7) 
bestimmt. Die Genauigkeit der Methode hangt besonders von einer Mindest 
auswage von 20 mg Calciumpektat ab. Da fast alle kaltgepreBten Frucht 
sifte stark wechselnde, aber geringe Mengen an Pektin enthalten (10 bis 
250 mg-°;,), wurden im allgemeinen gr6éBere Saftmengen der Verseifung mit 
Natronlauge unterworfen. Es empfiehlt sich, je 50cem Saft mit Natron 
lauge auf 500cem so aufzufiillen, daB eine etwa n/10 NaOH resultiert. 
Bisweilen traten bei der Natronlaugezugabe bereits Niederschlage auf, die 
zweifellos kein Pektin darstellten. Vor der Ausfaillung der Pektinséure mit 
Calciumchlorid wurden solche, meist braungefirbten Niederschlage (z. B. 
FePO,) abfiltriert. Je nach dem Pektingehalt, der durch Fallung eine: 
Probe geschatzt wurde, wurde eine mehr oder weniger gréBere Menge det 
verseiften Pektinlésung mit Caleciumehlorid nach Anséuerung mit [ssig 
siure in der bekannten Weise gefallt. 


1. Die Verdnderungen der Fruchtsdfte durch eigene Fermente. 


In einer Reihe von Vorversuchen konnten wir feststellen, daB die Selbst- 
klarung der Moste analog der Pektasekoagulation bzw. -gallertbildung (5) 
einen enzymatischen Vorgang durch mosteigene Fermente darstellt. Im 
Gegensatz zu pasteurisierten Mosten setzen nach unseren Erfahrungen 
chemisch konservierte Moste bei der Lagerung schneller ab. Wahrend 
chemisch konservierte Moste im Laufe der Zeit vollkommen klar werden. 
béhalten pasteurisierte Safte fast stets einen mehr oder weniger starken 
Schleier. Derartige, wahrscheinlich auf die Anwesenheit unabgebauten 
Pektins hindeutende Schleier sind bekanntlich stark filtrationshemmend. 
Die folgende Versuchsreihe diente nun der Beobachtung der Pektin-, Eiweib- 
und Viskositétsverinderungen bei der Klaérung.  Gleichzeitig wurden 
Zusitze an Apfelpektin und Gelatine bei einzelnen Proben gemacht, um 
die Méglichkeit von Klarungsverzégerungen, d. h. also Trubstabilisierungen 
zu studieren. Zu diesem Zwecke wurde der Keltersaft von Rieslingtrauben 
(Mostgewicht 78° Oechsle, 19,4 Millival-°,, Saéure, pu 3,1) untersucht. 
Probe A war der OriginalpreBsaft, Probe B erhielt einen Zusatz von 50 ccm 
einer 4°,igen Pektinlésung (200 mg-°, Pektin als Ca-Pektat), Probe ( 
einen solchen von 100 cem, und zu Probe D wurden 0,8 g Gelatine in wenig 
Wasser gelést hinzugefiigt. Die fiir die Analysen nétigen Proben wurden 
stets aus den oberen Schichten der einzelnen Versuchsansatze entnommen. 

Aus der Tabelle IT ist ersichtlich, daB der unbehandelte Traubensaft A 
sich bereits von selbst am zweiten Tage zu klaren begann; am fiinften Tage 
war die Klarung beendet. Diese Verainderung entsprach einer Viskositats- 
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verminderung von 14,7 auf 12,9. Da der Vorgang sehr rasch vor sich ging 
haben wir den Viskositatsverlauf in den ersten auf die Kelterung folgende: 
Stunden in einer anderen Traubenmostprobe gesondert verfolgt. 





Nach: Sofort 1Std. 2Std.'4'/, Std.) 6Std. 7Std. 23 Std.) 31 Std 


Viskositat bei 19° : Ate Bl 
Cte peti) ||} 208 | 205 | 188} 181 | 17,6 | 17,2 | 14,5 | 189 

Mit der Viskositatsabnahme ging ferner eine rasche Pektinverminderuny 
von 98 mg-°,, Ca-Pektat auf 14,9 mg-°, am siebenten Tage einher. Di 
Ubereinstimmung von Triibungs-, Viskositaéts- und Pektinabnahme ist 
auttallend. Bei den Ansaétzen B und C war deutlich die stabilisierend: 
Wirkung des zugesetzten Pektins festzustellen. Bei Ansatz B kam di 
Depotbildung nur sehr schleppend in Gang. Erst am sechsten bis siebenten 
Tage begann der triibe Most langsam .,aufzubrechen**, d. h. seine homogen 
Struktur zu verlieren, wobei eine hochvoluminése Ausflockung auftrat. di: 
fast die ganze Fliissigkeit ausfiillte und nur sehr Jangsam und unvellkomme 
zusammentiel. Bei C wurde durch den héheren Pektinzusatz der ganze 
Klarungsvorgang noch starker verzégert. Der Aufbruch erfolgte erst am 
neunten Tage. Die Viskositaéten am Aufbruchstage von B und C naherten 
sich dem entsprechenden Aufbruchswert von A. Ebenso naherte sich det 
Pektinwert von B einem anzunehmenden Pektingrenzwert, der zwischen 
dem Anfangs- und Aufbruchswert des Originalsaftes liegt. Im allgemeinen 
kann man folgern, da Pektinwerte von weniger als 50 mg-°,, Ca-Pektat 
keine Schutzkolloidwirkung mehr entfalten. Erstaunlich ist, welche aéuBerst 
geringen Pektinmengen EinfluB auf die Klarung haben. 

Die EiweiBstabilisierungsversuche mit Gelatine lieferten die tm den 
letzten Spalten D aufgezeichneten Ergebnisse. Obwohl wir etwa die drei- 
fache Gelatinemenge zi.setzten. die bei normaler ,.Tannin-Gelatineschonung* 
in der Praxis iiblich ist. konnten wir auch nur eine sofortige Ausflockung 
mit den im Saft vorkommenden eiweibfallenden Agenzien (Gerbstoft. 
Pektin) wahrnehmen. Daraus folgt, daB Eiwei®B auch als natiirliches Schutz 
kolloid nicht in Frage kommt, da wohl in allen Saften ein UberschuB an 
eiweibfallenden Bestandteilen vorhanden ist. Interessant sind die Erge) 
nisse der Stickstoffbestimmungen in der letzten Spalte. Man sieht, dati 
der am 24. Versuchstage ermittelte Stickstoffwert nur wenig tiber dem natii 
lichen der Probe A liegt. AuBerdem ist offenbar auch das Pektin mit det 
Gelatine ausgefallt worden. Wir kénnen annehmen. daBi der Erfolg dei 
Gelatinesch6nungen in besonderem Ma8e von der fast restlosen Ausfallung 
des Pektins abhangig ist und da an den hautig zu beobachtenden Mib- 
erfolgen der Gelatinesch6nung eine ungeniigende Pektinausfallung 
schuld ist (9). 

Nach unserer Auffassung handelt es sich bei der Selbstklaérung 
der chemisch konservierten Moste um eine Pektasewirkung. MaBgebend 
fiir die Klarungsgeschwindigkeit diirfte nur der Pektasegehalt der Moste 
sein. Im allgemeinen ist fiir die Pektasewirkung die Bildung von 
Gallerten (8) typisch. Die Ausscheidung des demethoxylierten Pektins 
kann jedoch auch in Form eines flockigen Niederschlags (10) erfolgen. 
DaB es sich bei der voluminésen Ausflockung tatsachlich um ein Pektin- 
derivat handelt, konnten wir eindeutig durch die Naphthoresorcin- 
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reaktion in dem griindlich ausgewaschenen Niederschlag nachweisen. 


Diese verlief in der von C. Newberg und M. Kobel (11) vorgeschlagenen 
Form besonders eindrucksvoll. 

Analoge Versuche haben wir mit einem Traubenmost  spaterer 
Ernte (Mostgewicht 82° Oechsle, 15 Millival-°,, Saure, py 3.1) sowie mit 
einem Apfelsaft (Mostgewicht 35° Oechsle, 8,8 Millival-°,, Saure, pa 3.5) 
angestellt. 


Die Ansatze wurden nur insofern geandert. als der Pektinzusatz bei 
Probe B 25ecem und bei C 50 cem einer 4°,igen Pektinlésung betrug. 
Gelatinezusatze wurden aus obigen Griinden nicht mehr gemacht (siehe 
Tabelle ITI). 

Gegeniiber den ersten Traubensaftversuchen (Tabelle IL) wurde bei 
diesen spater geernteten Trauben eine schnellere Klarung beobachtet. 
Bereits am ersten Tage brach der unbehandelte Most auf. Die mit Pektin 
versetzten Moste folgten am nachsten und iiberndichsten Tage. Beziiglich 
der Viskositats- und Pektinabnahme wurden unsere friiheren Feststellungen 
wieder bestatigt. Anderungen in den Stickstoffverhaltnissen traten auch 
jetzt nicht ein. 

Die Versuche mit Apfelmost lehren, du erlich betrachtet, da8 nur 
geringe enzymatische Vorgange stattzufinden scheinen. Eine vollkommene 
Klarung, wie wir sie bei Traubenmosten beobachten konnten, blieb aus. 
obwohl die Viskositaten und Pektinwerte abnahmen, wenn auch bedeutend 
langsamer. Es ist hier scheinbar weniger Pektase vorhanden gewesen. 
Sobald wir den Apfelsaften nach dem 6. Tage Pektase in Gestalt von geringen 
Mengen LuzernepreBsaft (etwa 5°.) zufiigten, erhielten wir innerhalb weniger 
Stunden véllig klare Safte. Méglicherweise ist die erschwerte Ausflockung 
auch auf die geringere Aziditaét der Apfelmoste (py 3.5 gegeniiber 
Trauben-py = 3,1) zuriickzufiihren. Wir konnten Jjedenfalls beim fort - 
schreitenden Auswaschen des eigentlichen Pektintrubes bei Trauben fest - 
stellen, daB eine Peptisation mit zunehmendem Saéureschwund eintritt, so 
daB die Wasehwiisser triibe werden. Durch Ansaéuerung konnten wir die 
Triibung wieder zur Ausflockung bringen. 


2. Binflug von Filtrationsenzymen aut EiweiB und Pektin. 

Aus den vorstehenden Beobachtungen folgt klar und deutlich, daB im 
wesentlichen der Pektingehali der Fruchtsdjte die Ursache fiir ihre schlecht 
Filtrierbarkeit und die dauernden Nachtriibungen bei der Lagerung ist. Man 
ersieht daraus, daB die Pektinstoffe in der urspriinglichen Form dem Saft 
nicht erhalten werden kénnen, da dieser sich ihrer in mehr oder weniger 
unangenehmer Weise doch von selbst entledigt. Daher ist es sehr emp- 
fehlenswert, da Pektin gleich vor der ersten Filtration quantitativ durch 
pektolasehaltige Filtrationsenzyme in lésliche Abbauprodukte aufzu- 
schlieBen. Uber den Chemismus der Pektolyse, die letzten Endes zu 
Galakturonséure fiuhrt, 4uBern wir uns eingehend in der nachstehenden 
LI. Mitteilung (12). 

Bei der Verfolgung der spontanen Klarung haben wir auch gleichzeitig 
Mostproben mit Filtrationsenzymen angesetzt, wie solche von der Firma 
I. G. Farbenindustrie A.-G. unter der Bezeichnung .,Filtrationsenzym 
Bayer-N** in den Handel gebracht werden, da sie, wie in der II. Mitteilung 





A. Mehlitz u. M. Scheuer: 
naher ausgefiihrt wird, den os 
groBten Wirkungswert  be- neug 
saBen. Die mit 0,2 g pro prot. 
100 ccm bei Zimmertempe- most 
ratur fermentierten Trauben dave 
und Apfelsifte waren aus- BF Ami 
nahmslos bereits in 12 Stun zwat 
den véllig klar. Die Boden- strul 
sitze waren nur sehr gering 
und bestanden nur aus einer 
Zone groben Trubes. Dic 
Viskositaten hatten bereits ee 
ihre Grenzwerte erreicht, die kénn 
sich auch nach monatelanger Kelte 
Lagerung nicht mehr ver- 
anderten. Die Grenzwerte 
betrugen fiir Traubensatt 
(Tabelle I1) 12,7, fiir Trau- dane 
bensaft (Tabelle TIT) 13.1 sdhki 
und Apfelsaft (Tabelle III) anhad 
10,2. Pektin war in keinem Die | 
der Safte mehr vorhanden. eae 
Es hat also in der kurzen = 
Fermentationszeit ein voll- oki 
kommener AufschluB des Te 
P as 
Pektins stattgefunden. Man dali 
erkennt hieraus, das das hi a 
, e* aufig 
Wesen der enzymatischen Tr b 
Kldrung in der vollstandiqen 1 He : 
: ; Mo: 
Hydrolyse des Pektins besteht. 


mg Gesamtstickstoff 
in 100 cem 


110,4 208,9 


gung 
der 
Sechw 


14,3 





14,6 


12,1 


bei 20° C) 


Viskositat 
Auslaufzeit in Sek. 


(Wasserwert 9,0’’ 


13,3 


” 


8) 
A 
fle; 
= 
x 
rc 
_ 


abges 


stark tribe 
bricht auf, 
110mm Sh 


Neben der  Pektolase stand 
haben wir in den Filtrations- 63 g | 
enzyvmen auch schwach wirk- Fe 
same Proteasen festgestellt. Sti 
LieBen wir | g des genannten Ast 
Enzympraparats 16 Stunden 
bei 18,5° auf 100 cem einer Ce] 
1°,igen Gelatinelésung ein 
wirken, so konnte im Gegen- 
satz zur unbehandelten 
Lésung eine Erstarrung 
nicht mehr beobachtet ] 
werden. Eine 0,5°,ige Ge- Fiir 
latinelésung, die 100 mg-' angev 
Kjeldahl-Stickstoff enthielt. Wein: 
lieferte bei der Ultrafiltration der ¢ 
durch ein 0,3 u-Membran- als C 
filter nur 50mg-°, Stickstoff flocki 
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1°, Ferment 99mg Stickstoff im Filtrat wiedergefunden werden. Der 
neugebildete formoltitrierbare Aminostickstoff betrug nur 5mg-°,. Die 
proteolvtische Wirkung des Enzympraparats wurde an einem Trauben- 
most naher verfolgt. Der Most enthielt 53,2 mg-°,, Gesamtstickstoff und 
davon 30,6 mg-°, Aminostickstoff. Nach der Fermentierung betrug der 
Aminostickstoff 34mg-°,. Aus unseren Untersuchungen folgt, daB 
zwar eine geringe Proteasewirkung vorhanden ist, die aber die Saft- 
struktur kaum beeinfiuBt. 


°° 


3. Untersuchung des Trubes. 


Uns erschienen auch Trubuntersuchungen nétig, um aus der Zusammen- 
setzung des Trubes Schliisse auf die Enzymtitigkeit im SiiBmost ziehen zu 
kénnen. Wir konnten deutlich drei Trubzonen unterscheiden: 1. Grober 
Keltertrub, dessen Zusammensetzung mehr von Zufalligkeiten (Verunreini- 
gungen und sonstige feste Bestandteile), die durch die Art der Ernte und 
der Kelterung gegeben sind, abhangig ist und bei der Filtration kaum 
Schwierigkeiten bereitet. 2. Feiner Trub, der relativ schwer absetzt und 
dessen Sedimentierung durch Schutzkolloide gehemmt wird. 3. Trub- 
schlamm, der meist bei der Lagerung durch Koagulation aus dem ,,Schleier** 
entsteht. Eventuell 4. kristallinische Ausscheidungen, wie Weinstein. 
Die beiden ersten Trubarten faBt man gewoéhnlich zusammen unter dem 
Begriff ,.Keltertrub‘, die beiden letzten unter ..Lagertrub*. 

Wir haben zuniichst einen Traubentrub untersucht, der durch Sepa- 
rieren des rohen Keltermostes nach eintagigem Stehen gewonnen wurde. 
Da sich das restlose Auswaschen des anhangenden Saftes einerseits sehr 
schwierig gestaltete (Quellungserscheinungen) und andererseits zwangs- 
laufig zu Verlusten fiihrte, haben wir es vorgezogen, diesen abzentrifugierten 
Trub lingere Zeit zur Entquellung unter Alkohol aufzubewahren. Nach 
1 Monat wurde der durch Chlorophyll intensiv griin gefarbte Alkohol 
abgesaugt und der Trub mehrmals mit Alkohol ausgewaschen. Der Riick- 
stand lieB sich leicht trocknen und pulverisieren. 24 Liter Most ergaben 
63 g lufttrockenen Trub. Die Analyse ergab folgendes Bild: 

Feuchtigkeit. ....... 39% 
Stickstoff 2,1 °, Eiweib 13,1% 
CO ae ee ee . 27,5°, (davon SiO, 25,7°, bezogen auf 
Asche, Alkalitat 273 Millival-°, *) 
Cellulose. 3,6°, (Rohfaserbestimmung nach Ween- 
derverfahren) 
Weinsiure (s. unten) . . 60,6 % 
108,7 °, 

Besonders wichtig war die Frage, ob der Trub auch Pektin enthielt. 
Fiir die genaue Pektinbestimmung konnte die Ca-Pektatmethode nicht 
angewendet werden, da der in Traubentrub in groBer Menge vorkommende 
Weinstein bei der Verseifung mit Natronlauge in Lésung geht und nach 
der Caleiumchloridzugabe auch in heiBer, essigsaurer Lésung allmahlich 
als Ca-Tartrat auskristallisiert. An der geringen, sofort auftretenden 
flockigen Fallung konnten wir jedoch erkennen, daB nur sehr wenig Pektin 
im Trub vorhanden sein konnte. 


* Unter 1 Millival verstehen wir '/;999 Aquivalent leem Normal- 
losung. 
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Um einen Einblick in den Weinsteingehalt des Trubes zu gewinnen. 
haben wir noch den Laugenverbrauch durch Riicktitration ermittelt. Fii 
100 ¢ Trub ergaben sich dabei 404 cem n NaOH, daraus berechnen sich 
60,6°.. Weinsaure. 

(KHC,H,O, NaOH KNaC,H,O, + H,0), 


sofern man von der sicher geringfiigigen Esterverseifung absieht.  D: 
abfiltrierte. in Lauge unlésliche Riickstand betrug nach dem Auswasche) 
und Trocknen 35,6°, des Trubes. Mithin waren 64,4°, des Trubes in 
Natronlauge léslich. Dieser Wert entspricht ziemlich genau dem Weinstein 
gehalt. 

Wir hatten Gelegenheit, auch einen typischen Lagertrub zu isolieren. 
Anfang August vorigen Jahres haben wir den frischen Keltersaft von 
Sommerapfeln (WeiBer Klarapfel) in drei Partien: 1. unbehandelt, 2. mit 
Tanningelatine in tblicher Weise geschént und 38. mit Filtrationsenzym 
3aver fermentiert, eingelagert. Die Einlagerung erfolgte mittels Ent- 
keimungsfilter nach vorangegangener Vorfiltration iiber Asbest auf Flaschen. 
!m Dezember wurden die Proben untersucht. Sowohl die unbehandelte. 
als auch die geschénte Probe zeigte einen hochvoluminésen, rein weiben 
Niederschlag. Die fermentierte Probe blieb fast klar. Der Bodensatz de: 
nicht fermentierten Proben wurde abzentrifugiert und wiederholt mit 
Wasser gewaschen. Nach voraufgegangener Hydrolyse mit n Schwefelsiure 
ergab der Niederschlag eine stark positive Naphthoresorcinreaktion. Durch 
die Saftpektase war demnach das Pektin, welches in geléstem Zustande 
das Entkeimungsfilter passiert hatte, ausgefallt worden. Bei der Filtration 
hatte der unbehandelte sowie der geschénte Most noch einen Pektingehalt 
von 20 mg-°,, Ca-Pektat besessen. 


Wir méchten noch der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft 
unseren besonderen Dank fiir ihre Unterstiitzung ausdriicken, die es uns 
gestattete, die umfangreichen Experimentalarbeiten in der Kiirze der durch 
die Ernte bedingten Zeit mit der erforderlichen Griindlichkeit zu bewaltigen. 
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Uber enzymatische Klirung von Fruchtsiften und Siibmosten. 


Il. Mitteilung: 
Zur Kenntnis und Bestimmung der Pektolasewirkung 
von Filtrationsenzymen. 
Von 
Alfred Mehlitz und Max Scheuer, 
Aus der Wissenschaftlichen Abteilung der Versuchsstation fiir Obst-, 
Gemiise- und garungslose Friichteverwertung, Geisenheim a. Rh.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1933.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In neuerer Zeit gewinnen die sogenannten Filtrationsenzyme, meist 
Ziichtungen von Aspergillusarten, fiir die enzymatische Klarbehandlung 
von Fruchtsaften, SiBmosten und anderen biologischen Flissigkeiten 
immer gréBere Bedeutung. Gegeniiber dem friiher bei Mosten fast 
ausschlieBlich angewendeten Klarungsverfahren mit Tannin und 
Gelatine bzw. mit Gelatine allein bietet die enzymatische Klarbehandlung 
eine groBe Reihe von praktischen und die Giite des Saftes schonenden 
Vorteilen (1). Eigene Arbeiten (2) bestatigten zunachst die von anderen 
Autoren (3) experimentell nur wenig belegten Auffassungen, da die 
Pektinstoffe einen wesentlichen Bestandteil der Safttriibungen aus- 
machen kénnen. Dariiber hinaus konnten wir bereits in einer friiheren 
kurzen Mitteilung (4) darauf hinweisen, daB8 durch die enzymatische 
Behandlung von Fruchtsaften neben dem Abbau und der Ausflockung 
der Trubstoffe auch eine Hydrolyse des gelésten Pektins einhergeht, 
die einen ganz besonders giinstigen EinfluB auf die Verminderung der 
Viskositét der Safte und damit auf ihre Filtrationsleistung nimmt. 
Wir zogen aus dieser Feststellung und weiteren systematischen Unter- 
suchungen (2) die Folgerung, daB selbst durch Anwesenheit geringster 
Pektinmengen in den Saften eine Stabilisierung der Trubbestandteile 
erfolgt, die der Ausflockung und damit der Filtration auBerordentlich 
groBen Widerstand entgegensetzen. Wir konnten sogar an Stabili- 
sierungsversuchen mit definiertem Pektin nachweisen, daB der Grad 
der trubstabilisierenden Kraft des Pektins direkt von der Pektinkonzentra- 
tion abhdngig ist. Wir erkennen aus diesen Ausfiihrungen die Wichtig- 
keit der Bestimmung der pektinhydrolysierenden Kraft von Filtrations- 
enzympraparaten, die wohl im wesentlichen mit der Pektolase-Wirkung 
Ehrlichs (6) baw. der frither schon bekannten Bourquelotschen Pektinase- 
Wirkung (7) identisch zu sein scheint. Da die frisch gepreBten Frucht- 
sifte, namentlich Beerenobstsafte (aus Erd-, Johannis-, Him-, Brom- 
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beeren u.a.) relativ viel Pektin enthalten, kann man in der Praxis mit 
Vorteil nur solche Enzympraparate verwenden, die eine méglichst hoh 
Pektolasewirkung besitzen. Diese Feststellung ist, wie der eine von 
uns bereits mitteilte (4), deshalb besonders wichtig, weil der pektolyti 
schen Kraft von Enzympraparaten auch groBe prophylaktische Bedeutuny 
fiir die Verhinderung von filtrationshemmenden Pektasekoagulationen, 
die haufiger bei Stein- und Beerenobstsaéften auftreten, zukommt 
Die folgenden Untersuchungen dienten nun der Ausarbeitung eine: 
Methode, die es erméglicht, auf praktische Weise die Wertigkeit von 
verschiedenen Filtrationsenzympriaparaten quantitativ zu messen. 


Versuchsbeschreibung. 


Zur Untersuchung gelangten fiinf Handelsenzympraparate, die im 
wesentlichen aus Aspergillus- und Penicilliumkulturen hergestellt waren. 
Die im folgenden mit den Buchstaben A, B, C, und E bezeichneten Pri- 
parate sind deutsche Erzeugnisse von ein- bis dreijaihrigem Alter, das 
Praparat D ist amerikanischen Ursprungs. Das Praparat A stellt ein fein- 
gemahlenes, schwach nach Haferkakao riechendes Pulver dar; die Pri 
parate B und C sind kérnig, fast geschmacklos und haben ein schwaches 
Apfelaroma. Das Praparat D ist grobkérnig, Priiparat E feinkérnig; beide 
Erzeugnisse riechen getreideartig und sind fast geschmacklos. 


Als Versuchsobjekt diente ein gereinigter, pektinangereicherter Apfel- 
pektinextrakt KOL der Firma Pomosin-Werke, G.m. b. H., Frankfurta.M., 
dessen Analyse folgendes Bild ergab: 


Extraktgehalt (Trockensubstanz) i es 
Pektin als Caleiumpektat . . . . . . 412% 
Gesamtséure. . . . . ie 4.4 Millival-°; 


PEs ete ee : . 3,63 


1. Pektinabbau und Viskositdt. 


Die folgenden Untersuchungen gingen von der Annahme aus, daB die 
Viskositaét enzymatisch behandelter Pektinlésungen von dem unveriindert 
gebliebenen Restpektin abhangig ist. Ferner schien bis zu einem gewissen 
Grade der Pektinabbau dem Enzymzusatz zu entsprechen. Um iiber diese 
beiden Punkte Klarheit zu erlangen, wurden folgende Versuche angestellt : 


Aus der Originalpektinlédsung wurde durch Verdiinnung mit Wasser 
eine 2° ,ige Versuchslésung hergestellt. Je 100 cem dieser Lésung wurden 
in Schiittelflaschen gegeben, mit steigenden Zusaétzen an Enzympraparat B. 
das sich in der Praxis am besten bewahrt hatte, versetzt, mehrfach griindlich 
geschiittelt und bei 24° 18 Stunden lang stehengelassen. Hierauf wurden 
die Proben durch Faltenfilter filtriert und in den Filtraten die Viskositit 
mit dem Ostwaldschen Viskosimeter sowie der Pektingehalt nach de: 
Calciumpektatmethode (9) bestimmt. Letztere Methode erwies sich fii 
unseren Zweck als durchaus brauchbar, weil sie nach unseren Untersuchunge! 
gerade die Pektinbestandteile erfaBt, welche die innere Reibung stark 
beeinflussen. 
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Tabelle I. 





Fermentmenge Viskositat bei 24° Ca-Pektat 
Priiparat B in g (Wasserwert 8,8’) g in 100cecm Versuchslisung 


ate 326,3 1,98 
0,02 111,4 1,93 
0,05 57,2 1,81 
0,20 18,3 1,60 
0,50 13,0 1,08 
2,00 12,4 0,09 


Viskositat und Pektingehalt nehmen also mit steigendem Enzym- 
zusatz ab. Da kein Niederschlag entsteht, ist offenbar nur eine Pektolase- 
wirkung in Betracht zu ziehen, die als Endprodukt der Pektinhydrolyse 
iiber Pektolactonséure Galakturonsaéure liefert. Dagegen wiirde bei An- 
wesenheit von Pektase durch 
Koagulation der Pektingehalt 
vermindert werden. Da8B auch 
Lactonsdure als Zwischenpro- 
dukt entsteht, konnte aus dem 
Aussehen einiger Ca-Pektatfal- 
lungen vermutet werden. Wah- 
rend die echten. auch mit reiner 
Pektolséiure erhaltenen Ca-Pek- 
tatniederschlige lufthaltige, 





8 sat 


S 


Fermentmenge 


durchsichtige, meist oben 


schwimmende Gallerten  dar- em | 
stellen, bildet die Pektolacton- 
saure mit Calciumechlorid nur | ie 


| 

| 

| | 
| | | 


eine Triibung, die sich nach | 
| | | 


dem Kochen in griesiger Form 4 | 
bald absetzt. Yin Wt 80 100 1 WO 160 180 20 

Stellen wir nun die Visko- Viskositat 
sitat als Funktion der Enzym- Abb. 1. 
menge wie auch des Ca-Pektat- 
wertes graphisch dar, so erhalten 
wir fast tibereinstimmende hy- 
perbolische Kurven. 

Beide Kurven geben uns 
ein Bild von dem Einflu8 der 
Pektolyse auf die Viskositat. 
Man sieht. daB der Enzymzusatz QY 
die Viskositaét nicht mehr 
wesentlich herabsetzt, wenn 9 2@ W 60 80 100 120 W0 10 180 200 
alles Ca-Pektat versechwunden Viskositat 
ist. und daB andererseits fiir Abb. 2. 
praktische — Filtrationszwecke, 

d. h. bei einer relativ kurzen Einwirkungsdauer des Ferments, beachtliche 
Viskositatsverminderungen nur bei geniigendem Enzymzusatz auftreten. 
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An dieser Stelle méchten wir noch kurz darauf hinweisen, da die 
Filtrationsleistung (Filtratmenge /Zeit) sowohl bei der Blankfiltration als 
auch bei der Entkeimungsfiltration in hohem Mae von der inneren Reibung 
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der Safte abhangig ist. MaBgebend fiir die Filtration ist auBerdem di 
Trubmenge, die die Filter mehr oder weniger mechanisch verstopft und 
unkontrollierbare Porenverengerungen und _ Filterflachenverringerunge: 
bewirkt. 

2. Bildung freier Aldehydgruppen bei der Pektolyse. 

Bei der Hydrolyse des Pektinkerns entstehen freie Aldehydgruppen. 
die sich mit Hypojodit nach Willstdtter und Schudel titrieren lassen. In 
wieweit sich Aldehydbestimmungen fiir die Messung der Pektolyse aus 
werten lassen, zeigen die folgenden Untersuchungen. 

Je 100 ccm einer 2° igen Apfelpektinl6sung wurden mit steigenden 
Mengen des Enzympraparats B versetzt und wie unter 1. beschrieben 
weiter behandelt. Die Titration erfolgte in folgender Weise: 10 cem Filtrat 
wurden mit 25cem n/10 Jodlésung und 50c¢cem n/10 NaOH 20 Minuten 
verschlossen stehengelassen, mit 7ccem n Schwefelséure angesdiuert und 
mit n/10 Thiosulfat zurticktitriert. AuBerdem wurde das Restpektin als 
Ca-Pektat und zur Charakterisierung des Vorganges Titrationsaziditat 
und py bestimmt. 


Tabelle II. 





Verbrauch __ Differenz Gebildete 
Ferment- | Ca-Pektat an n-Jod des Jod- a Gal: ~ : 
menge | ¢ in 100cem_ fiir 100cem  verbrauchs ee | I — 
F Priparat B | Versuchs- Versuchs- _ segen a PH | Me “wi 
in g lésung lisung Versuch 1 1 re der 
eem eem Millival-°/5 ee 
1 — 1,980 9,4 —_ 2,2 3.63 — 
2 0,02 1,925 9,8 0,4 2.6 3,63 2,0 
3 0,05 1,795 | 1038 0,9 3,1 3,60 4,4 
4 0,20 1,620 11,6 2,2 3,8 8,55 10,7 
5 0,50 1,069 13,7 4,3 4,5 3,45 21,0 
6 2,00 0,000 18,9 9.5 6,3 3,41 46,3 


Die durch das Ferment in Freiheit gesetzten Aldehydgruppen ergeben 
sich aus Spalte 5. Theoretisch méglich sind fiir 1 Mol Ca-Pektat 4 Mole 
Carbonyl = 8 Aquivalente Jod. Fiir 2 g = */74) Mol Ca-Pektat = 1%/5.) Mo! 
Jod = 20,5cem n Jodlésung. Bei der Berechnung der Aldehydbildung 
von einem Ca-Pektatwert von 2,0°, in dei 
Versuchslésung ausgehend, betragt die Aldehyd- 
zunahme beim sechsten Versuch etwa die Haltte 
der theoretisch méglichen Menge. Diese Berech- 
nung erschien uns durchaus zulassig, da der Ca- 
Gehalt des ausgewogenen Ca-Pektats mit dem 
fiir Ca-Pektolat (Cag CoqH.,0., ohne Kristallwasser ) 

2 eae berechneten iibereinstimmt. 

Die gerade Kurve lehrt, daB Pektinabnahme 
0 0 # X% W % wnd Galakturonséiurezunahme proportional sind. 





Galokturenséure Interessant ist, daB der restlosen Pektinabnahme 
Abb. 3. (Ca-Pektat) nur eine etwa 50°,ige Zunahme de! 


theoretisch méglichen Galakturonsiuremenge 
gegeniibersteht. Diese Tatsache ]aBt den SchluB zu, daB bei der Pektolyse 
neben Monogalakturonséure noch héhere Spaltprodukte, wie z. B. Pekto- 
lactonséure entstehen, die keinen Pektincharakter ( Viskositat, Gelierfahigkeit . 
Schutzkolloid usw.) mehr besitzen und bei der Ca-Pektatbestimmung mu! 
teilweise oder auch gar nicht erfaBt werden. 
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Interessante Werte liefern auch die Saurebestimmungen. Aus ibnen 
kénnte man annehmen, daB die Entesterung der methoxylierten Tetra- 
galakturonsaéure viel langsamer vor sich geht als die Aufspaltung des Kernes 
in Galakturonséure. Es entsteht die Frage, ob die Pektolase iiberhaupt 
Methoxyl abspaltet und hierfiir nicht auBerdem noch die Anwesenheit 
von Pektase erforderlich ist. Nach unseren Untersuchungen entstehen 
auch bei Anwesenheit relativ hoher Pektasemengen keine Koagulate, 
sofern geniigend Pektolase vorhanden ist. Es ware dies eine Erklarung 
fir die eingangs erwahnte prophylaktische Bedeutung der Pektolase. Auf 
diesen Gegenstand werden wir bei spaiteren Arbeiten noch zuriickkommen. 


3. Nachweis des Restpektins durch Pektasekoagulation. 


Gelegentlich friiherer Arbeiten iiber die Pektasewirkung (10) konnte 
der eine von uns feststellen, daB giinstige Bedingungen fiir die Pektase- 
Gallertbildung, die bekanntlich von einer Methoxylabspaltung begleitet 
ist, vorliegen, wenn neben ausreichenden Pektasemengen im Koagulations- 
system bei einer CaCl,-Konzentration von 0,15°, und einem py von 4,8 
bis 5,0 ein Pektingehalt von etwa 1,0°, Ca-Pektat vorhanden ist. Es lag 
nun nahe, die Pektasekoagulation zur Erkennung des bei der Pektolyse 
nicht abgebauten Restpektins heranzuziehen. Findet namlich eine Ver- 
minderung der Konzentration des intakten Pektins durch Abbau statt, so 
muBte sich der Grad dieses Abbaues in der Erzielung mehr oder weniger 
weicher, formloser oder zerflieBlicher Gallerten oder gar in vélligem Aus- 
bleiben der Koagulation auswirken. 

Die in der tiblichen Weise fermentierten Versuchslésungen wurden 
filtriert. 10ccm Filtrat wurden mit 10ccm eines frisch bereiteten Luzerne- 


preBsaftes (10) (py 5,56) versetzt, kraftig durechgeschiittelt und das Gemisch 
in kleine Glasschalen gegossen. Hierin wurde die Gallertbildung zuniachst 
zeitlich verfolgt. Nach Ablauf 1 Stunde wurden die Gallerten auf Festigkeit 
(Fingertest), Sturz- und Schnittfahigkeit gepriift. 


Tabelle III. 





Ferment- Ca-Pektat 
zusatz g in 100cem Beschreibung Koagulations- 
Priiparat B Versuchs- der Pektasegallerten dauer 
In g lisung Min. 


Nr. Zensur 


2,00 Sehr feste, fast gummi- 5,5 
artige Gallerte, schnitt- 
und stirzfabig (py 4,85) 
1,93 Feste, schnitt- und stiirz- 
fahige Gallerte 
Feste bis mittelfeste, schnitt- 
und stiirzfahige Gallerte 


Sehr weiche, zerflieBliche, 
nur noch stirzfahige 
Gallerte 


Keine Gallerte, vollig 
flissig 

Wie Nr.5, nur noch diinn- 
fliissiger 
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Die individuelle Charakterisierung der Pektasegallerten durch Sinnen 
priitung, insbesondere die mechanische Priifung der Gallertfestigkeit in 
der beschriebenen Weise ist fiir den Geiibten sehr leicht méglich. Di 
Ergebnisse sind durchaus reproduzierbar. Am besten 1aBt sich natiirlic! 
die Koagulationsdauer verfolgen. Wir haben fiir die einzelnen Gallert 
festigkeiten folgende Zensuren aufgestellt, die sich, wie wir spéter nocl, 
sehen werden, ziemlich gut anwenden lassen: 

Sehr fest, gummiartig, schnitt- und stiirzfahig . . . 

Sehr fest, schnitt- und stiirzfahig . . . . 

Fest, schnitt- und stiirzfahig ......4.2.. . 
Mittelfest, schnitt- und stiizfahig . ......2.. 

Weich, noch sehnitt- und stiirzfahig.... .. re 

Sehr weich, zum Teil zerflieBlich, aber noch stiirzfahig . . 

Nur Geleeansatz, zerflieBlich, nicht mehr stiirzfaihig. ..... 
RRAID ARGO, NE EE 8 ig 9 ce owePnhy.o WA RS OR cae 

Eine wesentlich bessere Messung der Callertfestigkeit wiirde die Be 
stimmung der ZerreiBfestigkeit darstellen. Es wird noch zu_priifensein, 
ob sich ein Gelometer konstruieren laBt, das genaue Festigkeitsbestimmungen 
kleiner Gallertmengen gestattet. Zu beachten ware schlieBlich. daB stets 
Luzernesafte von annahernd gleicher Pektasewirkung Verwendung finden, da 
sowohl Koagulationszeit, als auch Gallertfestigkeit in hohem MaBe von de: 
Pektasekonzentration abhangig sind. 

Aus der Tabelle folgt, daB die Gallerten schwacher werden, wenn de 
Fermentzusatz steigt, wahrend die Koagulationszeiten rasch zunehmen. 
Bei einem Fermentzusatz von 0,5°, unterblieb jegliche Guallertbildung. 
obwohl noch etwa 0,5 °, Pektin (Ca-Pektat) in der Gallerte vorhanden waren. 

4. EinfluB des py auf die Pektolyse. 

Nach Ehrlich (6) liegt das Optimum der Pektolase bei Einwirkung aut 
reine Pektolséure bei py = 6,3 bis 4,5; unterhalb py von 2,85 war iiberhaupt 
keine Wirkung mehr festzustellen. Es war nun von Interesse, zu erfahren, in 
wieweit eine py-Variation unterhalb von 3,6 in unseren Apfelpektinversuchs 
lésungen von Einflu8 auf die Pektolasewirkung ist. Zur Ansiéiueruny 
wurde bei den folgenden Versuchen Milchséure verwendet (s. Tabelle IV). 

Die Pektolasewirkung geht also mit steigender Aziditat zuriick. 
Recht genau ist der Riickgang auch hier durch die Viskositatsmessungen 211 
verfolgen. Bei der Pektasegallertbildung ist zu beachten, daB deren py 
Optimum bei diesen Versuchen teilweise erheblich unterschritten wird. 

Schlubfolgerungen fiir die Pektolasebestimmung in Enzympriparaten. 

Die Pektolyse laBt sich in enzymatisch behandelten Pektinlésungen 
durch Viskositétsmessungen mit ziemlicher Genauigkeit verfolgen. Dic 
Viskositatsabnahmen stehen in einem bestimmten Verhaltnis zur 
Pektinverminderung. Letztere entspricht im gleichen Verhaltnis dem 
Enzymzusatz. Benutzt man zur Priifung der pektolytischen Kraft von 
Enzympraparaten in bezug auf Zusammensetzung und _ Viskositit 
standardisierte Pektinlosungen, so gestatten Viskositatsmessungen 
direkte Riickschliisse auf die Wertigkeit von Filtrationsenzympraparaten 
hinsichtlich ihrer pektolytischen Kraft. Fiir Untersuchungszwecke in 
der mit Filtrationsenzvmen arbeitenden Praxis wird die ,,Viskositats- 
methode** wohl vollkommen ausreichen. Zur Beurteilung des Pektolase- 
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Tabelle IV. 





Ferment- Zusatz an Px in der Pektase- Viskositat 
zusatz 80 °/oiger fermen- Pu in der gallert- bei 25° 
Priparat B Milchsaure ec Gallerte bildung (Wasserwert 
in g pag (Zensur) 8,6") 

a ecm lésung 


3.63 187,2 
3,43 ,68 } 191,0 
3,11 R ; 185,0 
2,73 : ,t 174,0 


0,05 3,58 nicht best. 45.6 
0,05 : 3,38 é. 66,8 
0,05 3,05 2 60.7 
0,05 2,69 97,8 


0,20 3,45 15,0 
(0,20 3,29 I 16,4 
0,20 ; 3,05 iF 20,3 
0,20 2.69 : 31,6 


13 0,50 _ 3,31 11,0 

0,50 0,2 3,17 11,2 
15 0,59 0,8 3,01 0 11,8 
16 0,50 2,5 2,69 13,7 


em OOL 


DmrIooor 


wertes eines Enzympraparates kann man die relative Viskositat der 
mit einer bestimmten Enzymmenge fermentierten Pektinlésung heran- 
ziehen. Gute Praparate werden bei Anwendung von etwa 0,5¢ auf 


100 cem 2 %iger Pektinl6sung nach 18 Stunden (Einwirkungstemperatur 
25°) eine relative Viskositit von etwa ] bis 2 ergeben. 

Sehr brauchbare MeBwerte liefert auch die Jodtitration der bei der 
Pektolyse gebildeten Aldehydgruppen, da der Pektinabbau der Bildung 
von Galakturonsaéure proportional ist (Abb. 3). Wir halten jedoch die 
Verwendung von reiner Pektolsaiure fiir besser, da man hierdurch von 
der Reinheit der Handelspektinlésungen unabhangig wird. 

Der Nachweis des Restpektins durch Pektasekoagulation ist in 
streng analytischer Hinsicht zwar ungenau; die Methode besitzt aber 
groBen spezifischen Wert und diirfte in der vorliegenden Ausfiihrungs- 
form praktische Bedeutung gewinnen. Aus den vorstehenden Unter- 
suchungsergebnissen geht hervor, daB ein gutes Enzympraparat bei 
einem Zusatz von 0,5 g zu 100 ccm Versuchslésung unter Einhaltung 
einer Fermentierungsdauer von 18 Stunden bei 25° keine oder nur 
formlose Pektasegallerten zulaBt. Dieses Ergebnis wiirde in der Praxis 
fiir die Beurteilung eines Enzympraparates ausreichen. 

Analytisch am einwandfreiesten zu erzielende MeBwerte liefert die 
Calciumpektatmethode. Der Pektinabbau 14Bt sich mit ihrer Hilfe 
quantitativ verfolgen. Wir méchten deshalb die Anwendung folgender 
Priifmethode als zur Zeit bestes Verfahren empfehlen: 200 ccm einer 
2% Ca-Pektat liefernden Pektinlésung (py = 3,6) werden mit 1,0 g 
Enzym versetzt, wiederholt griindlich geschiittelt und bei 25° 18 Stunden 
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lang stehengelassen. Alsdann wird durch ein Faltenfilter filtriert. 


100 cem des Filtrats werden mit Wasser auf 1 Liter verdiinnt und in 
10 bis 20cem dieser Verdiinnung die Calciumpektatbestimmung in 
bekannter Weise ausgefiihrt. Das Ergebnis wird fiir 100 cem Versuchs- 
losung angegeben. 

Aus Tabelle II ergibt sich, daB ein gutes Enzympraparat bei einem 
Zusatz von 0,5 g auf 100 cem Versuchslésung etwa die Halfte des durch 
die Ca-Pektatmethode feststellbaren Gesamtpektins abbaut. Sollte 
sich die Notwendigkeit fiir die Priifung von Handelsenzympraparaten 
ergeben, so ware in der Bestimmung des Restpektins mit Hilfe der 
Ca-Pektatmethode ein Mittel vorhanden, die pektolytische Kraft 
solcher Praiparate und damit im wesentlichen auch ihre Gite zahlen- 
maBig auszudriicken. So hatte z. B. das Praparat B bei einem Zusatz 
von 0.5% zur Versuchslésung unter genauer Einhaltung der Versuchs- 
bedingungen (Fermentiecrungstemperatur, -dauer und py) eine Wert- 
ziffer von 46,5, einer Zahl, die tibrigens genau der gebildeten Galakturon- 
siure entspricht (s. Tabelle I). 

An dieser Stelle sei noch erwaihnt, daB wir die Pektolyse auch 
polarimetrisch verfolgt haben. Die Drehung ging bei unserer Versuchs- 
anordnung mit Praparat B von [a]p }+- 3,32° auf + 2,349 im 1-dm- 
tohr, d.h. auf zwei Drittel des Ausgangswertes zuriick. Da jedoch 
verschiedene Spaltprodukte in der Versuchslésung vorhanden sind 
(verschieden hoch methoxylierte und auch freie Pektolsiure, Lacton- 
siure und Galakturonsiure), schienen uns polarimetrische Messungen 
fiir den vorliegenden Zweck ungeeignet. 

Zum Schlu8 bringen wir noch eine Tabelle zum Vergleich der ver- 
schiedenen Handelspraparate untereinander. (Siehe Tabelle V.) 

Wir méchten nech der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
unseren besonderen Dank fiir ihre Unterstiitzung ausdriicken, die es uns 
gestattete, die umfangreichen Experimentalarbeiten in der Kiirze der durch 
die Ernte bedingten Zeit mit der erforderlichen Griindlichkeit zu bewaltigen. 


Literatur. 


) A. Mehlitz, Die Konserven-Industrie 17, 306, 321, 729, 742, 756, 
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Zeitschr. f. techn. Biol. 11, 134, 1925. — 10) Derselbe, diese Zeitschr. 221, 
217, 1930; 256, 145, 1932. 








.Zur Kenntnis des D-Vitamins. V.“' 
Messung der antirachitischen Kraft des Sonnenlichtes. 


Von 
A. Jendrassik und Sz. Papp. 


(Mitteilung aus dem Staatlichen Ungarischen Hygienischen Institut, 
Budapest.) 


(Eingegangen am 30, Dezember 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der Befund, daB die biologische Wirksamkeit der mit Sonnenlicht 
bestrahlten Ergosterinldsungen mit der Bestrahlungsdauer wachst (1) 
{vgl. dazu (2) und (3)], laBt die Méglichkeit der Ausarbeitung einer 
klimatologischen Methode voraussagen, welche es dem Untersucher 
erméglicht, die antirachitische Wirksamkeit des natiirlichen Lichtes 
auf Grund exakter Zahlen an jedem Ort und zu jeder Zeit zu bestimmen. 


Es war dazu die Orientierung iiber zwei Umstande erforderlich. Es 
war zu bestimmen, welche Bestrahlungsdauer sich am besten fiir klima- 
tologische Untersuchungen eignet, und es war auch notwendig, aufzuklaren, 
ob zwischen kurzwelliger ultravioletter Lichtmenge und biologischer Wirk- 
samkeit von Ergosterinlésung tatsachlich zufriedenstellende Proportionalitat 
vorhanden ist. Die notwendige Aufklérung wurde aus zwei Versuchsserien 
gewonnen. JZunichst wurden Bestrahlungen mit Sonnenlicht bei ver- 
schiedener Zeitdauer ausgefiihrt. Es erwies sich, daB innerhalb gewisser 
Grenzen zwischen Bestrahlungsdauer und erzielter biologischer Wirksamkeit 
gute Proportionalitat herrscht (Tabelle 1). Langer dauernde Bestrahlungen 
bei intensiver Sonnenstrahlung lieferten jedoch nicht die entsprechenden 
hohen Werte, es traten vielmehr Uberstrahlungsvorgange auf. In mehreren, 
wihrend des ganzen Jahres ausgefiihrten Bestrahlungsversuchen erwies 
sich die 5stiindige Bestrahlungsdauer am geeignetsten, welche standig 
meBbare Werte liefert, wobei aber auch bei intensiver Strahlung die Uber- 
bestrahlungsprozesse noch nicht allzu st6rend wirken. 


Tabelle I. 
Verschiedene Bestrahlungsdauern und biologische Wirksamkeit 
der bestrahlten Ergosterinlésungen. 
(Im Monat September 1933 ausgefiihrt.) 





Bestrahlungsdauer: 2,5Std. 5Std. 10 Std. 20 Std 


Biologische Wirksamkeit (Internationale Ein- 
eres FOr SNe es Re 360 550 430 | 350 


1 Da die Nomenklatur der Vitamine durch die Internationale Kon- 
ferenz fiir Vitaminstandarde, London 1931, mit internationaler Giiltigkeit 
festgelegt wurde, haben wir im Titel unserer Ver6ffentlichungsreihe den 
Ausdruck D-Vitasterin durch D-Vitamin ersetzt. 
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Um den Zusammenhang zwischen wirksamer Lichtmenge und biologi- 
scher Wirksamkeit von bestrahlten Ergosterinlésungen zu untersuchen, 
haben wir Bestrahlungen aus verschiedenen Entfernungen mit einer mit 
lende versehenen Quecksilberquarzlampe ausgefiihrt (Tabelle II), alle 
mit 5 Stunden Bestrahlungsdauer. Wie ersichtlich, ist die Proportionalitat 
zwischen Lichtmenge und _ biologischer Wirksamkeit zutriedenstellend. 
Somit kann durch die Bestimmung der biologischen Wirksamkeit von 
bestrahlten Ergosterinl6sungen der relative Gehalt an biologisch wirksamen 
Strahlen des natiirlichen Lichtes oder anderer Lichtquellen bestimmt 
werden. Wenn namlich tatsachlich Proportionalitat herrscht, dann bildet 
die gefundene biologische Wirksamkeit der bestrahlten Ergosterinlésung 
einen quantitativ verwertbaren Ma stab fiir die Intensitaét der biologisch 
wirksamen kurzwelligen Strahlung. 


Tabelle II. 
Verschiedene Lichtmengen und biologische Wirksamkeit der 
bestrahlten Ergosterinlésungen. 





Entfernung von der Lichtquelle: 0,25 m 0,5 m 1,0 m 

Relative Lichtmenge ........... 16 + 1 
Biologische Wirksamkeit (Internationale Ein- 

ROU tr ROD kk ate ne ee 365 86 23 


Um quantitative Vergleiche zu erméglichen, war zundchst ein geeigneter 
Apparat zu konstruieren, welcher sich besonders fiir klimatologische Unter- 
suchungen eignen sollte. Der Apparat (Abb. 1 und 2) besteht aus einem 


ce ce 























Abb. 1. Abb. 2. 


kreisf6rmigen luft- und fliissigkeitsdichten, lem dicken, scheibenférmigen 
GefaiB (a). Dieses GefiB, dessen eine kreisf6rmige Wand als Quarzfenster (5) 
ausgebildet und der tibrige Teil aus Zinn verfertigt ist, dient zur Aufnahme 
der zu bestrahlenden Ergosterinlésung. An diesem GefaiB sind zwei Zinn- 
rohre (c) angebracht, welche zum Ein- und Ausleiten von Kohlendioxyd 
dienen und es erméglichen, die Bestrahlung bei LuftausschluB auszufiihren. 
Es ist um eine auf zwei lotrecht stehenden Stabchen angebrachte Achse (d) 
drehbar. An der Verlangerung der Achse befindet sich noch ein mit der 
Quarzfensterebene paralleles, weiBes Viereck (e), mit einer senkrecht 
stehenden spitzen Nadel (/). Der ganze Apparat ist handlich und trans- 
portabel. Es gehért nur noch ein Kohlendioxydentwickler dazu. 
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Das scheibenférmige GefiB des Apparates wird mit 0,05 °,iger alkohol 
scher Ergosterinlésung gefilllt (welche Lésung sich als am geeignetsten fii 
diese Zwecke erwies). Das eine Zinnrohr wird mit dem Kohlendioxyd 
entwickler verbunden, und es wird wihrend des Versuchs ein langsame: 
Gasstrom (100 Blasen pro Minute) durch das GefaB geleitet. Nun wird 
der Apparat zu gewiinschter Zeit dem zu bestimmenden Licht ausgesetzt., 
wobei die an der Drehachse befindliche weiBe Platte und somit auch das 
Quarzfenster senkrecht zum Lichte gerichtet wird, was dadurch erreicht 
werden kann, da die Platte und hiermit der Apparat selbst so lange gedreht 
wird, bis der Schatten der senkrecht stehenden Nadel verschwindet. Wenn 
die Sonne das Beobachtungsobjekt bildet, mu®B der Apparat der Sonnen 
bewegung entsprechend von Zeit zu Zeit eingestellt werden. Nach beendete: 
Bestrahlung wird der Apparat entleert und ein Teil der alkoholischen 
Ergosterinlésung mit Oliven6l entsprechend verdiinnt und der Alkohol im 
Vakuum bei Zimmertemperatur verdampft. Die dlige Lésung wird dann 
fiir die biologischen Versuche verwendet. 

Mit unserer geschilderten Methode haben wir vorlaufig nur in Buda- 
pest Versuche unternommen, um die Jahresschwankung des biologisch 
wirksamen Teiles der Sonnenstrahlung zu untersuchen. In dieser Seric 
wurden nur Bestrahlungen bei vollem Sonnenschein ausgefiihrt. Ob- 
zwar die Bestrahlungen natiirlicherweise nicht bei gleithen Durch- 
lassigkeitsverhaltnissen der Atmosphare durchgefiihrt werden konnten 
und ein willkirlich ausgewaihlter Tag (woméglich um den 15.) den 
Monat reprasentierte, lieB sich ein sehr zufriedenstellend regelmaBiger 
Gang der biologisch wirksamen Sonnenstrahlung wahrend des Jahres 
beobachten (Tabelle II], Abb. 3). Die Unterschiede sind sehr grof. 
Die Bestrahlungen in den Friihsommermonaten haben mehr als 200 fache 
biologische Wirksamkeit der Ergosterinlésungen erzielt im Vergleich 
zu den in den Wintermonaten ausgefiihrten. Ein derartig groBer Unter- 
schied ist in hygienischer Hinsicht sehr bemerkenswert und kann als 


Tabelle III. 
Biologische Wirksamkeit von Ergosterinlésungen, bestrahlt in 
Budapest zu verschiedenen Jahrezseiten. 


(Bestrahlungsdauer 5 Stunden.) 





Biologische Wirksamkeit 
(Internationale Einheiten) 


Biologische Wirksamkeit 


. . . Ve 
(Internationale Einheiten) Datum 


Datum 


12. X. 1932 550 . VI. 1933 2300 
10. XI. 1982 125 . VII. 1933 1200 
XII. 1932 3 21. . 1933 850 
8. I. 1933 15 . IX. 1933 550 
16. IL. 1933 45 . Xx. 1938 170 
14. III. 1933 125 ve . 1933 10 
28. IV. 1933 500 ; . 1933 7 
29. V. 1933 1500 
* Es herrschte im ganzen Monat fiir Bestrahlungen mit direktem Sonnenschein un- 
giinstige Witterung. 
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Mahnruf aufgefaBt werden, welch groBer D-Vitaminmangel bei den 
Kindern in den Wintermonaten herrschen kann. Wie aus den biolo- 
gischen Wirksamkeitswerten der Ergosterinlésungen in den Monaten 
Juni und Juli (ungefahr 2000 internationale Einheiten) zu ersehen ist, 
laBt sich durch Sonnenbestrahlung 
biologische Aktivierung von Ergo- 
sterin von der gleichen GréBen- 
ordnung, wie mit den wiblichen ultra- 
violetten Strahlenquellen (Queck- 
silberquarzlampe usw.), erzielen und 
kann ein Viertel der Wirksamkeit der 
kiinstlichen ultravioletten Strahlen 
erreichen. Allerdings ist dazu eine 
langere Bestrahlungsdauer _ not- heiggs 
wendig. Siclihiates Wiebamaels ven Ergo- 
Zum Vergleich haben wir im sterinlésungen, bestrahlt in Buda- 
ce ye : pest zu verschiedenen Jahreszeiten. 
selben Monat, an méglichst auf- (Bestrahlungedauer 5 Std.) 
einanderfolgenden Tagen, Be- 
strahlungen bei vollem Sonnenschein, bei wechselnder Witterung 
und bei dauernd bedecktem Himmel ausgefiihrt. Es lieB sich 
feststellen, daB auch ohne andauernden Sonnenschein noch immer 
bemerkenswerte biologische Wirksamkeitsgrade zu _ erzielen sind. 
SchlieBlich verglichen wir die biologische Wirksamkeit von Ergosterin- 
lésungen, die im selben Monat der direkten Sonnenstrahlung ausgesetzt 
bzw. im Schatten bestrahlt wurden. Die Unterschiede waren auffallend 
gering (Tabelle IV). Das kann mit dem Umstand erklart werden, daB 
die ultraviolette Strahlung des Himmelgewoélbes infolge der machtigen 
Zerstreuung, die die kurzwelligen Strahlen erleiden, sehr stark ist. 
Somit ist erwiesen, da der Aufenthalt im Freien, wenn auch die 
direkte Sonnenstrahlung vermieden wird, sehr férderlich fiir die 
Bildung von Vitamin D im menschlichen Ké6rper ist, besonders 
in den Sommermonaten. Es ist hiermit, wenn man den Segen 
der vitaminbildenden, natiirlichen, kurzwelligen Strahlen genieBen 
will, gar nicht notwendig sich den direkten Sonnenstrahlen aus- 
zusetzen, wodurch viele unliebsame andere Wirkungen der Sonnen- 
strahlen vermieden werden kénnen. Diese Tatsache ist besonders in 
Hinsicht auf Sauglinge und Tuberkulése von groBer Bedeutung, was 
auch schon langst praktisch ausgenutzt wurde, ohne da man einen 
der wichtigsten der heilenden Faktoren des Aufenthaltes im Freien 
wissenschaftlich erfaBt hatte. Jetzt kann der Aufenthalt im 
Schatten bei freiem, unbedecktem Himmel wohl bewu8t und 
wissenschaftlich begriindet benutzt werden, wenn Vitamin D-Bildung 
im K6érper erwiinscht ist. 


Jahreszeiten 
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Tabelle IV. 
Bestrahlungen bei verschiedener Witterung und im Schatten 
(5 Stunden Bestrahlungsdauer. ) 





Datum Biologische Wirksamkeit 


Bestrahlungsart (Internationale Einheiten) 
1933 fiir 1 mg 
bi EX. Voller Sonnenschein 550 
13. IX. Wechselnde Witterung 285 
15. IX. Bedeckter Himmel 60 
27. IX. Sonniger Tag im Schatten 300 


Durch diese letzteren Versuche kann auch erklart werden, weshalb 
Reerink und van Wijk durch ihre Methode, nach welcher sie aus- 
schlieBlich direktes Sonnenlicht benutzten und die vom Himmels- 
gewolbe reflektierten Strahlen ausschlossen, keine biologische Akti- 
vierung des Ergosterins erzielten. Die Gesamtheit der zerstreuten 
kurzwelligen Strahlen wiegt mehrmals den Gehalt des direkten Sonnen- 
lichtes an kurzwelligen Strahlen auf. 


Literatur. 
1) A. Jendrassik, diese Zeitschr. 252, 205, 1932. — 2) O. Rosenheim, 
Lancet 1927, S. 622. — 3) A.v. Wijk, E.H. Reerink u. W. Moerikofer, 


Strahlentherapie 39, 80, 1930; EB. H. Reerink u. A.v. Wijk, ebenda 40, 
728, 1931. 
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Uber die Verteilung 
anorganischer Salze im Korper einiger Vogel. III. 
Von 
A. Bernardi und M. A. Schwarz. 
(Aus dem chemisch-pharmazeutischen Institut der Universitat Bologna.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1933.) 


Man veraschte verschiedene K6rperteile des Huhnes, behandelte 
die Riickstande, wie bei Vanellus vanellus L. beschrieben wurde'!, und 
bestimmte quantitativ P, Ca, Mg und Cl. 


Tabelle I. 


Prozent Wasser und anorganische Salzeindenbei40° getrockneten 
Koérperteilen vom Huhn. 





PO, 
Anor- i: i ae WE 
Kirperteile H,0 ganische Gesamt- | wasser- Prd Cl Ca Mg 
Salze gehalt | léslich — jgshieh 
0 0 0 0 0 0 "lo 0 0 Vo 0 0 0/5 


Brustmuskel . . 72,15 4,21 2,03 141 062 0,0045 0,039 0,061 
Schenkelmuskel . 69,83 3,79 1,98 1,64 0,34 0,087 0,033 0,031 
Kropf .... . | 73,80) 2,85 1,612 | 0,242 1,47 0,094 0,06 
Driisenmagen . . 71,02 1,63 0,792 0,372 0,42 0,105 0,039 0,054 
Kaumagenmuskel 73,34 4,20 1,063 0,859 0,204 0,096 019 0,059 


Kaumagen- 

schleimhaut. . 62,23 3,54 1,732 | 0,282 1,45 0,259 0,062 
Keratoidschicht . 39,19 0,87 0,469 0,038 0,429 Spuren 0,033  0,0045 
Pankreas. . . . | 74,55 8,00 3,63 1,90 /1,73 0,069 0,302 
Mitteldarm . . . 77,14 2,12 0,935 0,257 0,678 Spuren 0,48 0,016 
Hinterdarm. . . 73,75 1,68 1,029 0,069 0,96 Spuren 0,084 | 0,035 
Herz. . . . . . 176,22; 4,73 1,826 1,37 0,456 019 0,0 0,052 
Leber . . . . . ||69,31) 4,63 0,232 0,109 0,123 0,0019 0,206 0,0079 
Milz. .... . || 74,55) 5,32 195 1,04 0,91 019 0,15 
Bit... « . . . HORS S25 0,599 0,269 0,33 0,25 0,026 0,045 
Haut .... .« |j51,08| 1,47 0,528 0,23 0,298 0,116 | 0,059 0,015 


Ahnliche Versuche fiihrte man mit Perdix coturnix verschiedenen 
Alters aus. 

Die Untersuchungen an Perdix coturnix bestatigen die bereits 
bekannten Resultate?, daB namlich der Gesamtgehalt an anorganischen 
Salzen in allen Organen des vegetativen Lebens konstant bleibt, welcher 
Ordnung und welcher Art immer der Vogel angehért. Einige kleine 
Schwankungen lassen sich im Schenkelmuskel nachweisen. 


' Diese Zeitschr. 262, 387, 1933. — ? Ebenda 262, 380, 1933. 
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Verteilung anorganischer Salze im Korper von Voégeln. III. 371 

Hinsichtlich des Salzgehaltes im Brust- und Schenkelmuskel 

ergibt sich, daB dieser konstant ist, unabhangig vom Alter des Vogels 
(Tabelle IT). 

Hinsichtlich des Verhaltnisses Ca: Mg ist es interessant, zu_be- 
merken, daB das Verhaltnis der beiden Elemente ungeachtet des Alters 
der V6gel konstant bleibt (Kolonne 10, Tabelle II), wie ebenfalls der 
Gesamtgehalt an anorganischen Salzen (Kolonne 2, Tabelle II) konstant 
ist, wahrend die absoluten Mengen Ca, Mg mit dem Alter der Végel 
bedeutend abnehmen (Kolonne 6, 8, Tabelle II) (vgl. Kolonne 7, 9, 
Tabelle II). Wir werden diese Versuche mit anderen Hiihnern wieder- 
holen. 

Wahrend beim Vanellus vanellus L. (1. ¢.) wasserlésliche Phosphate 
im Brustmuskel, wasserunlésliche im Schenkelmuskel vorwiegen, laBt 
sich beim Huhn das Gegenteil feststellen (Tabelle 1); bei Perdix coturnix 
(Tabelle II) ist das Verhaltnis zwischen wasserléslichen und wasser- 
unléslichen Phosphaten im Brust- und Schenkelmuskel als konstant 
zu betrachten. Vielleicht 1laBt sich diese Tatsache mit der Funktion 
dieser Organe im Leben der Végel in Zusammenhang bringen. 

Es ergibt sich, daB der Gesamtgehalt an organischen Salzen der 
Vogel konstant ist, unabhangig von der Lebensweise der Végel. Im 
Perdix coturnix nimmt der Gehalt an Ca und Mg mit dem Alter be- 
deutend ab, wenngleich das Verhaltnis der beiden Elemente unter sich 
konstant bleibt. 








Cellulose und Xylan. 


Ein Beitrag zur Frage der Konstitution und der Beziehung zwischen 
Stoff, Form und, Funktion. 
Von 
Max Liidtke. 
(Aus der Landwirtschaftlichen Hochschule Bonn-Poppelsdortf.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1954.) 


Nachstehende Untersuchungen verfolgen den Zweck, médglichst 
Klarheit uber den Bindungszustand zu erhalten, in dem sich die Cellu- 
lose und das Xylan der pflanzlichen Zellmembran befinden. Es _ ist 
bekannt, da von einigen Autoren — wenigstens fiir die Membran 
der Laubhilzer — eine Esterbindung zwischen diesen beiden Stoffen 
angenommen wird, wahrend der Verfasser eine organisierte Wachstums- 
gemeinschaft der Hauptkomponenten in freiem Zustande befiirwortet. 
Dieses Problem beriihrt sich in vielem mit einem zweiten, namlich dem 
der Beziehungen zwischen Stoff, Form und Funktion, oder, anders aus- 
gedriickt, mit der Verainderung, welche die Membran durch die ver- 
schiedensten Faktoren innerhalb und auSerhalb der Pflanze erleidet. 
Der Ester hochpolymerer Natur von konstanter Zusammensetzung 
soll in Laubhélzern unabhingig vom Alter, vom Standort und von 
morphologischen Verschiedenheiten vorkommen. Wie ein  solches 
starres System mit den Veranderungen der wachsenden Membran in 
EKinklang zu bringen ist, wie die Membran auf die Umweltfaktoren 
reagieren kann, ist nicht gut erkennbar. Eine solche Ansicht steht 
daher im Widerspruch nicht nur zu den chemischen Befunden des 
Bestehens von Zwischenprodukten beim Wachsen der Membran, sondern 
auch zu den biologischen Erkenntnissen ihrer BeeinfluBbarkeit durch 
AuBenfaktoren. Hierneben sollte die an der pflanzlichen Zellmembran 
in isoliertem Zustande beobachtete feste Siure mengenmaBig bestimmt 
werden. SchlieBlich waren noch einige praktische Fragen, die mit den 
vorgenannten zusammenhangen, zu beantworten. 

Die Untersuchung ging von verschiedenen Zellarten desselben 
Gewebes aus, die also unter sonst gleichen Bedingungen hinsichtlic) 
Form und Funktion Verschiedenheiten aufweisen, und zwar wurden 
die Faserzellen von Buchenholz und Bambusrohr im Vergleich zu den 
Parenchymzellen derselben Ausgangsmaterialien untersucht. Da es 
naturgemaéB unmdéglich oder nahezu unméglich ist, eine einzelne Zellart 
in solcher Menge aus dem Holz bzw. dem Zellstoff zu isolieren, wie si 
fiir eine chemische Untersuchung notwendig ist, wurden zwei grolic 
Gruppen von Zellen gewonnen, namlich einmal die gestreckten Elemente, 
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Cellulose und Xylan. 373 


die zusammenfassend als Faseranteil, und samtliche kurzen Zellen, die 
zusammenfassend als Parenchymanteil bezeichnet werden!. 


\. Untersuchung des Parenchym- und Faseranteils des Bambuszellstoffs. 


Die Gewinnung des Bambuszellstoffs erfolgte nach der Methode von 
Kk. Schmidt und Graumann*®. Die Ausbeute aus Bambusrohr, das aus- 


schlieBlich der Knoten verwendet wurde, betrug 55,65°,. Eine Chlor- 
dioxydbehandlung beendete den AufschluB. Das vollig ausgewaschene 


lufttrockene Produkt wurde in viel destilliertes Wasser eingetragen und 
durch Schiitteln zerteilt. Der Zellstoffbrei wurde dann unter jedesmaligem 
Zufiigen von Wasser auf ein Sieb 0.25 gegossen, bis eine mikroskopische 
Betrachtung des Riickstandes Parenchymzellen vermissen lieB®. Auf 
diese Weise wurde ein Parenchymanteil von 29,86°, gegeniiber einem 
Faseranteil von 70.14°, im Durchschnitt festgestellt 4. 

Zum Zwecke der Prifung auf Verschiedenheiten in_ stofflicher 
Hinsicht wurden vergleichende Bestimmungen der Léslichkeit in 
Natronlauge verschiedener Konzentration, des Xylangehalts, des 
Drehwertes in Kupferoxydammoniak und der Saiurezahlen ausgefiihrt. 
Die Ergebnisse der Messungen sind in den Tabellen L bis IIT zusammen- 
gestellt. 


In der Tabelle 1 ist in der zweiten Spalte noch einmal das Ver- 
haltnis von Faser- zu Parenchymanteil angegeben. Der Xylangehalt 
in Spalte 3, in bekannter Weise mit Hilfe von Barbitursiure bestimmt, 
liegt beim Parenchymanteil betrachtlich tiber dem Wert fiir den Gesamt- 
zellstoff. Dementsprechend ist er im Faseranteil abgesunken. (Genauere 
Angaben iiber die Bedingungen, unter denen die Zahlen der Tabellen 
gewonnen wurden, finden sich im Versuchsteil.) Die Differenz ist derart 
betrachtlich, daB man schon jetzt eine Verschiedenheit des stofflichen 
Aufbaues in quantitativer Beziehung annehmen muB. Da die Par- 
enchymzellen noch lebend sind und oft Starke beherbergen, besteht 

1 Es werden also in der Hauptsache vorhanden sein: im Faseranteil 
von Buchenholzzellstoff: Holzfasern, Tracheiden, GefaiBe, Geleitzellen; im 
Faseranteil von Bambuszellstoff: Bastfasern, Tracheiden, GefaBe, Geleit 
zellen; im Parenchymanteil von Buchenholzzellstoff: Markstrahlzellen und 
Holzparenchym; im Parenchymanteil von Bambuszellstoff: Hpidermis- 
zellen und Parenchymzellen mit dtinnen und sklerotisierten Wanden. 


* BE. Schmidt u. Graumann, Ber. 54, 1860, 1921. — * Es empfiehlt sich 
nicht, Glasperlen oder dergleichen zur Beschleunigung der Zerteilung 
beim Schiitteln anzuwenden, da diese die Fasern zerstiickeln. * Im 


Faseranteil sind also siamtliche gestreckten Elemente enthalten, auch 
diejenigen, die, wie z. B. die GefaiBe, nicht zu den eigentlichen Fasern 
gerechnet werden. Der Parenchymanteil enthalt neben den Parenchymzellen 
auch einen geringen Teil zerbrochener GefaBe und Fasern. Doch ist dieser 
Teil nicht bedeutend und beeinfluBt die quantitativen Angaben unserer 
Tabellen nur unwesentlich. 

Biochemische Zeitschrift Band 268. 25 





M. Liidtke: 


Tabelle L. 





Saurezahlen 
; Drehwert sees sda 
Xylan- in Kupfer- 
gehalt amin 


Verlust be 
zWeimaliger 

KJ . Behandlung 
+KJO, | Ca-Acetat | inito.1 O/iger 
cem nj100 | CCM 1/100 NaOH 
Thiosulfat NaOH 


Im 
Zellstoff 
sind 
vor- 
handen 


20 
0 0 “Hg = 


Q 0 0 


Bambuszellstott . . 27,48 4,77 5,24 
Parenchymanteil. . 29,86 32,36 — 3,83° ¢ 3,96 0,89 
Faseranteil . . . . 70,14 24,64 — 3,73° 3, 3.03 0,25 


die Méglichkeit, daB ihr Xylan sich auch qualitativ, wenigstens zum 
Teil, von denen der Faserzellen unterscheidet. Daf es berechtigt ist, 
die Furfurolausbeute des Zellstoffs im wesentlichen den Xylanen 
zuzuschreiben, geht aus einer frijheren Veréffentlichung hervor!. 

Die Spalte 4 der Tabelle I gibt den Drehwert in einer Kupfer. 
oxydammoniaklésung im Quecksilberlicht wieder, und zwar von 0,0648 ¢ 
Xylan und 0,98 g Cu(OH), in 10 cem 25%igem Ammoniak geldst 
Auch hier ist eine Verschiedenheit der Werte unverkennbar. 

In Spalte 5 finden sich die Saiurezahlen. Eine eingehende Unter- 
suchung dieses Gegenstandes erscheint in Kiirze. Hier sei folgendes dazu 
bemerkt: Die Mischung der Lésungen von Jodkalium und jodsaurem 
Kalium setzt sich bei Anwesenheit einer Saure z. B. nach der Gleichung: 
3 J, + 6KCl + 3H,O um. Wahrend an- 


KJO, + 5 KJ + 6 HCl 
organische Séuren, wie Salz- oder Schwefelsaiure, quantitativ reagieren 
und sich auf diese Weise bekanntlich bestimmen lassen, stellt sich bei 
organischen meistens nur ein Gleichgewicht ein, abhangig von dei 


Wasserstoffionenkonzentration®. Es lassen sich bei ihnen mit Hilfe 
dieser Reaktion also nur Vergleichswerte schaffen. Dennoch_ bleibt 
sie fiir den vorliegenden Fall wichtig, weil im allgemeinen alkoholische 
und phenolische Hydroxylgruppen nicht reagieren, man also in der 
Tat nur COOH-Gruppen bestimmt, wenn man dafiir Sorge tragt. 
daB anorganische Sauren, die etwa im Verlauf der Behandlung mit de: 
Substanz zusammenkamen, voéllig entfernt werden. Das frei werdende 
Jod laBt sich mit n/100 Thiosulfatlésung in bekannter Weise bestimmen 

Auf diese Weise erhielten wir vergleichbare Resultate, die nicht 
mit den Fehlern der Adsorption und sonstigen kolloidchemischen Fr- 
scheinungen behaftet waren, wie sie bei Benutzung von Basen leicht 
vorkommen. An die Séure gebundene Kationen sind vor der Messung 
zu entfernen (Naheres siehe Versuchsteil). Als Saéurezahl bezeichnen 


1 M. Liidtke, Liebigs Ann. 466, 49ff., 1928. — ? Siehe hierzu z. b 
M. Gréger, Zeitschr. f. angew. Chem. 8, 385, 1890; F. Fessel, Zeitschr. t. 
anorg. Chem. 28, 67, 1900; H. Ditz u. B. M. Margosches, Zeitschr. f. angew. 
Chem. 14, 1082, 1901. 
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Cellulose und Xylan. 375 


wir die ccm n/ 100 Saure, die in 1 g trockener Substanz unter optimalen 
Bedingungen nachweisbar sind. 

Neben dieser Methode wurde noch der Umsatz mit Calciumacetat 
zur Messung der Saurezahl benutzt. Zellstoffe mit freien Sauregruppen 
rufen in Salzlésungen einen gewissen Sauregrad hervor, der dadurch 
zustande kommt, daB folgende Umsetzung stattfindet: —-COOH 

Me* = —COOMe + H*. Es handelt sich um eine Gleichgewichts- 
reaktion, die bei Anwendung von Neutralsalzen nur einen relativ 
geringen Effekt zeitigt. Der Sauregrad wird jedoch betrachtlich héher, 
wenn man ein hydrolytisch gespaltenes Salz, etwa Calciumacetat, 
verwendet!. Es wurden normale Lésungen des Acetats gebraucht, 
in denen also beim Zusammenbringen mit dem Zellstoff Essigsdiure 
frei wurde, die wir mit n/100 Natronlauge gegen Phenolphthalein be- 
stimmten. Sowohl in diesem Falle wie auch im ersteren der Jodsalz- 
umsetzung bewegt man sich wahrend der Reaktion in neutralem bis 
schwach saurem Gebiet. Komplikationen, wie sie bei Benutzung iiber- 
schiissiger Natronlauge zum Zwecke der Saurebestimmung bei manchen 
Methoden nur zu leicht auftreten, kommen hierbei in Fortfall. 

Auch diese Messungen, die fiir den Parenchymanteil eine héhere 
Saurezahl tinden lieBen als fiir den Faseranteil, bestatigen erneut das 
Bestehen von Verschiedenheiten in der Zusammensetzung  beider 
Zellarten. 


Die letzte Spalte 6 der Tabelle | gibt schlieBlich den Verlust an, 
den die genannten Anteile bei zweimaliger Behandlung mit 0,1 %,iger 
Natronlauge aufzuweisen haben. Man erkennt, da dieser bei den 
Parenchymzellen héher ist als bei den Faserzellen, aber in beiden Fallen 


gering bleibt. 

Die Tabelle II zeigt die Eigenschaften des Faser- und Parenchym- 
anteils, nachdem beide mit 0,1°,iger Natronlauge behandelt worden 
waren. Hiernach ist der Xylangehalt gegeniiber dem der Ausgangs- 
materialien der Tabelle | kaum verandert, und auch die Drehwerte in 
Kupferoxydammoniak sind nur um ein geringes abgesunken. Bei der 
Extraktion dieser Produkte mit 5°,iger Natronlauge, die 3°, Kochsalz 
enthielt, waren die in Lésung gehenden Anteile bei den Parenchymzellen 
aber ganz betrachtlich groBer als bei den Faserzellen. Auch ist nicht 
gleichgiiltig, ob einmal oder zweimal extrahiert wird. Zweimalige Be- 
handlung bringt mehr Substanz in Lésung. Hier wird deutlich die 
Verschiedenheit der Xylane auch in qualitativer Beziehung sichtbar. 
Die im wesentlichen noch lebenden parenchymatischen Zellen haben 
weit mehr lésliche Stoffe als die als tot bezeichneten gestreckten Elemente. 


1 Siehe hierzu unseren demnachst erscheinenden Aufsatz. 
25* 





M. Liidtke: 


Tabelle LI. 





Verlust bei Extraktion mit 
Drehwert <9’; : ‘ : 
Xylan- jin Kupfer- 5%olger wae 4 5, sah 
gehalt amin zweimalige einmalige 
20 Behandlung Behandlung 
“Hg 7 0 


0 


Parenchymanteil nach Behandlung 
mit 0,1 %iger NaOH ... . | 32,78 —3,78° 


Faserantei]l nach Behandlung mit 
0,1 %iger NaOH dt < 23,42 — 3,65° 


Tabelle IIL. 





: Drehwert Séurezahlen 
Xylan- in Kupfer- — - 
gehalt amin KJ + KJ Os, Ca-Acetat 
20 cem n/100 cem n/100 
9/9 cHg = Thiosulfat NaOH 
Parenchymanteil nach zweimaliger 
Behandlung mit 5°,iger NaOH 


+8°%iger NaCl... ..... | 7,14| —8,48° 1,52 1,97 


Faseranteil nach Behandlung mit 
5 °viger NaOH + 3°%iger NaCl . 12,65 — 3,33° 1,66 1,82 


Aus Tabelle [I] ersieht man, daB der nach der Behandlung mit 


5°% iger Natronlauge verbliebene Riickstand keine xylanfreie Cellulos 
darstellt, denn einmal lieBen sich noch betrachtliche Furfurolmengen 
abdestillieren, die beim Parenchymanteil, als Xylan berechnet, 7,14° 
und beim Faseranteil gar 12,65°, betrugen: zum anderen zeigen det 
Drehwert und die Saurezahlen, da es sich hier nicht um reine Cellu- 


lose handeln kann. 

Beim Vergleich der Zahlen mit den Ergebnissen der Untersuchungen 
die von Schmidt und Mitarbeitern! am Buchenholzzellstoff bei Ver- 
wendung der auch hier benutzten Laugenkonzentrationen gewonnen 
worden waren, fallen besonders folgende Unterschiede auf: der Zellstoft 
lieB sich in zwei Fraktionen zerlegen, die sich verschieden verhalten 
Die polymere Saure wird durch 0,04 bis 0,2 °,ige- Lauge nicht quantitati 
entfernt, sondern ist sogar noch nach Behandlung mit 5°,igem Alkali 
wenn auch nur in geringer Menge, in der Zellwand enthalten. 5 °,ige 
Lauge list das Xylan nicht quantitativ heraus: der Riickstand stellt 
keine xylanfreie Cellulose dar. Um zu priifen, ob die Verhaltnisse be: 
Laubhélzern grundsatzlich anders liegen, wandten wir uns nun de! 
Bearbeitung des Buchenholzzellstoffs zu. 


1 EB. Schmidt, K. Meinel. K. Nevros, W.Jandebeur. Cellulosechem. 11. 
50, 1930; E. Schmidt, Y. Tang, W.Jandebeur, ebenda 12, 201, 19381; 


E. Schmidt, K. Meinel, W.Jandebeur, W. Simson, ebenda 18, 129, 1982 
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B. Uber den Faser- und Parenchymanteil des Buchenholzzellstoffs. 

Die Herstellung des Buchenzellstoffs erfolgte nach dem Chlorverfahren, 
indem 100 g Buchenholzspane mit 82,9°,, Trockengehalt einer abwechselnden 
Behandlung mit 0,2°,igem Chlorwasser und !,°,igem Ammoniak unter- 
zogen wurden. Das Holz stammte von einem 150 jahrigen Stamm, der im 
Dezember gefallt worden war und sofort weiter verarbeitet wurde. . Die 
Spane waren von den aéuBeren Jahresringen einer Stammscheibe genommen 
worden. Die Ausbeute betrug trocken 46,09 g oder 55,6 °,. 

Ein Teil des gewonnenen Zellstoffs wurde in der gleichen Weise 
in einen Parenchym- und einen Faseranteil zerlegt, wie es beim Bambus- 
zellstoff beschrieben worden ist. Wir gewannen 23,84 °,, an Parenchym- 
zellen und 76,16°%, an Fasern. Von diesen beiden Fraktionen wurden 
der Xylangehalt und die Léslichkeit in 0,2 °,iger Natronlauge bestimmt, 
wie es von Schmidt und Mitarbeitern angegeben worden ist!. AuBerdem 
wurden die Saurezahlen in einem Gemisch von Jodkalium und jod- 
saurem Kalium und in Calciumacetat in der eingangs beschriebenen 
Weise ermittelt. Die Tabelle LV gibt die erhaltenen Zahlen wieder. 


Tabelle IV. 





Im 
Zellstoff Xylan- —— —~ 
sind gehalt KJ +KJO, Ca-Acetat 
enthalten eem n/100 ~~ cem 0/100 
04 0/5 Thiosulfat NaOH 5 


Sdurezahlen Verlust bei Be- 
handlung mit 
0,2°/9iger NaOH 


Buchenholzzellstoff . . 25,16 11,97 12,58 
Parenchymanteil . . . 23,84 26,69 12,72 10,14 6,74 
Faseranteil . . .. . 76,16 24,82 9,39 7,95 1,75 


Man erkennt deutlich, daB auch hier die Xvlangehalte in beiden 
Anteilen verschieden hoch sind, wenngleich auch die Differenz nicht 
so erheblich ist wie beim Bambuszellstoff. Eindeutig werden die Ver- 
hiltnisse aber sofort wenn man die Saurezahlen betrachtet. Sie liegen 
einmal betrachtlich iiber denen des Bambuszellstoffs und sind dann 
untereinander so stark verschieden, daB ein stofflicher Unterschied, 
sei er qualitativer oder quantitativer Natur, unbedingt bestehen muB. 
Kine Bestatigung ergibt die nachste Spalte, in der gezeigt wird, da 
der Verlust bei der Behandlung mit 0,2°,iger Natronlauge beim Par- 
enchymanteil fast viermal so hoch ist wie beim Faseranteil. AuBerdem 
lieB sich nachweisen, da die Buchenholzparenchymzellen auBer- 
ordentlich stark starkehaltig sind, was natiirlich bei der Ermittlung 
mengenmaBiger Beziehungen in der Zellwand nicht iibersehen werden 
darf. Bereits bei der Bestimmung der Saurezahlen im Gemisch von 
Jodkalium und jodsaurem Kalium fiel auf, daB sich das Innere der 


1 BE. Schmidt, Meinel. Nevros, Jandebeur, Cellulosechem. 11, 63, 1930. 
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Parenchymzellen alsbald blau farbte, wahrend die Faserzellen durc}, 
das frei werdende Jod nur gelb wurden. Natiirlich kann die Blau. 
farbung auch durch Jod in Jodkaliumlésung hervorgerufen werden 
Hin und wieder scheint auch die Wand ganz schwach blau tingiert. 
doch 1laBt sich noch nicht sagen, ob dies lediglich von imbibierter Starke. 
losung herriihrt, oder von Stoffen, die der Wand zugehéren und die 
gleiche Reaktion zeigen wie Starke. DaB diese Reaktion auftreten 
wurde, war von vornherein anzunehmen, wenn man beachtete, dai 
die Parenchymzellen zum lebenden Teil des Holzkérpers gehéren. 

Um die Menge der Starke zu bestimmen, wurde sie in Materia! 
das mit 0,2°,iger Natronlauge behandelt war, verquollen und durch; 
Diastase aufgelést. Nach Auswaschen des Zuckers betrug der Verlust 
7,1°, (Tabelle V). Zieht man ihn von den Einwagen ab, so erhéhen 
sich natiirlich sowohl der Xylangehalt als auch die Saurezahlen des 
Parenchymanteils und der Verlust um einen entsprechenden Betrag 
denn die Natronlaugebehandlung hat kaum einen EinfluB auf dic 
Lésung der Starke. Auch nach der Einwirkung der 5°, igen Lauge 
ist letztere noch gréBtenteils vorhanden. Unter Beriicksichtigung 
dieser Verhaltnisse ist demnach die Tatsache zu konstatieren, daB der 
Xylangehalt der Parenchymzellen und der Verlust bei Behandlung 
mit 5°,iger Natronlauge gr6Ber sind und die Séurezahlen héher liegen 
als bei dem Faseranteil, wenn auch die Differenz der ersten beiden 
Befunde nicht so groB ist wie beim Bambus. 


Tabelle V. 





Sturezahlen Verlust bei Be- 





Xylan- —— handlung mit Starke 
gehalt KJ+KJ0O3 Ca-Acetat 5 oigerNaOH  gehali 
cem n/100 cem nj100 | + 8° oiger NaCl 
9 Thiosulfat NaOH 9/5 0 
Parenchymanteil nach Be- 
handlung mit 0,2°,iger 
NAO. or ae CTS 11,14 10,97 26,51 7.1 
Faseranteil nach Behand- ; 
lung mit 0,2°,iger NaOH 22,81 9,39 7,70 22,66 


Tabelle VI. 





Stiurezahlen 
Xylangebalt KJ + KJO; Ca-Acetat 
ecm n/100 eem n/100 
Thiosulfat NaOH 


Parenchymanteil nach Behandlung mit 
5° iger NaOH + 3%iger NaCl. . . 7.44 2.71 3,16 


Faseranteil nach Behandlung mit 
5%iger NaOH +3° iger NaCl. . . 7.30 2.06 2.16 
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Aus Tabelle VI ist zu entnehmen, da ein geringer Furfurol 
gebender Anteil noch erhalten blieb, als die beiden Zellstoffrak- 
tionen mit 5°,iger Natronlauge, der 3°, Kochsalz zugesetzt war, 
extrahiert wurden. ‘ Man darf annehmen, da wenigstens ein Teil 
hiervon von Xylanen stammt. Auch war noch ein geringer Saure- 
gehalt zu verzeichnen. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die parenchymatischen 
Zellen des Bambusrohres und Buchenholzes in isoliertem Zustande 
einen héheren Xylangehalt haben als die Faserzellen. Darauf wurde, 
was den Bambuszellstoff anbelangt, schon vor Jahresfrist hingewiesen, 
und da nach Hilpert! Strohstoff und Alfa dasselbe Verhalten zeigen, 
diirfte die Erscheinung allgemeinerer Natur sein. Ferner liegen fiir 
den Parenchymanteil beider Pflanzen die Saurezahlen héher, d. h. diese 
Zellen haben nach dem Aufschlu8 mit Chlorwasser oder Chlordioxyd 
und basisch wirkenden Mitteln mehr Carboxylgruppen, also mehr feste 
Saure als die Faserzellen. SchlieBlich zeigt die Fraktionierung in Natron- 
lauge, daB der Parenchymanteil bei gleicher Laugenkonzentration 
einen groBeren Stoffverlust aufweist als der Faseranteil. Zudem ent- 
halten die Parenchymzellen haufig Starke. Natiirlich wirken sich diese 
stofflichen Verschiedenheiten auch im Drehwert aus. Die Angabe 
von Schmidt: ,,Der Riickstand, der nach der Behandlung von Buche 
mit 0,04- bis 0,2 °,igem Alkali verbleibt, ist véllig saurefrei und besteht 
aus Cellulose und Xylan‘‘?, trifft nach vorstehender Untersuchung 
nicht zu. Aus ihr ergibt sich vielmehr eindeutig, daB der Gesamt- 
zellstoff nach Fortnahme des in 0,2 °,iger Natronlauge léslichen Anteils 
auch in nativem Zustande kein chemisches Individuum darstellen 
kann. 


(. Zur Frage des Vorkommens eines Cellulose-Xylanesters in der Zellwand 
von Laubhélzern. 

In friheren Abhandlungen war nachgewiesen worden, daS eine 
chemische Bindung zwischen der Cellulose und dem Lignin _ nicht 
méglich sein kann; ebenso mute eine Bindung des Xylans und des 
Mannans der Sekundarwand an Cellulose abgelehnt werden?. Gegen 
diesen letzten Punkt, das Xylan_ betreffend, wenden sich FE. Schmidt 
und Mitarbeiter‘. 

Nach ihren Anschauungen besteht der durch mild arbeitende Methoden 
gewonnene Zellstoff oder die Skelettsubstanz neben wenigen leicht léslichen 
Produkten aus einem Ester, der aus Cellulose und Acetylxylan aufgebaut ist. 


! Hilpert, Papier-Fabrikant 31, 138,139, 1933. 2 E. Schmidt u. Mit- 
arbeiter, Cellulosechem. 11, 50, 1931. 3M. Liidtke, Ber. 61, 465, 1928; 
diese Zeitschr. 233, 1, 1931. — 4 E. Schmidt, K. Meinel. W.Jandebeur, 


W. Simson, Cellulosechem. 13, 129, 1932. 
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Das Molekiil dieses Esters besteht in seinen einzelnen Teilen aus eine: 
Cellulosekette zu 96 Glucoseresten, mit emer Methoxyl- und einer Carboxy! 
gruppe und zwei Acetylxylanketten zu je 16 Acetylxyloseresten mit je 
einer Methoxyl- und einer Carboxylgruppe. Die beiden Acetylxylanketten 
kénnen auch zu einer Kette mit 32 Acetyixyloseresten und je zwei Methoxy! 
und Carboxylgruppen zusammengefaBt sein. Dieser Ester ist durch Natron 
lauge leicht spaltbar'. Bereits 0,2°,ige Lauge, die die oben erwahnten 
leicht léslichen Produkte entfernt, spaltet ihn in seine zwei bzw. drei Kom 
ponenten unter gleichzeitiger Entfernung der Acetylreste. In dem dann 
verbleibenden, sogenannten Spaltstiick der Skelettsubstanz liegt also de: 
Ester nicht mehr als chemisches Individuum vor, wohl aber sind die Cellulose 
kette mit ihrer Carboxyl- und ihrer Methoxylgruppe (die laugenbestandig, 
also atherartig gebunden ist), sowie die beiden Xylanketten mit ihren 
Saéure- und Methoxylgrupper noch quantitativ vorhanden und werden 
deshalb von den Autoren fiir die Konstitutionsermittlhing der Einzelketten 
als auch zu Aussagen iiber den Aufbau des Spaltstiickes in der nativen 
Membran benutzt. Da man als Carboxylmenge der Cellulosekette 0,28 
CO, angeben zu kénnen glaubt, wurde auf eine Kettenlainge der Cellulose 
von 96 Glucosegliedern geschlossen. Ebenso glaubte man im Xylan 2,05 
Carboxyl (als CO, berechnet) gefunden zu haben und dementsprechend 
das Xylan als eine Kette von 16 Xyloseresten mit einer Sauregruppe an 
sprechen zu sollen. Da nun das Verhaltnis von Cellulose zu Xylan wie 1: 3 
gefunden wurde, so muB das Spaltstiick aus einer Cellulosekette und zwei 
Xylanketten bestehen. 

Vier Punkte sind es besonders, auf die sich der Beweis stiitzt : 

1. Ein konstantes Verhaltnis des schwer léslichen XNylans zur Cellulose 
wie 1: 3 im Spaltstiick der Skelettsubstanz bzw. im Buchenholz. 

2. Eine quantitative Spaltung des Esters in n/10 bis n/15 Natronlauge, 
wonach dann drei COOH-Gruppen frei sind (ob urspriinglich alle drei 
COOH-Gruppen esterartig gebunden waren oder nur zwei oder eine, ist. 
soweit wir sehen, von den Autoren nicht diskutiert worden). Das Spaltsttick 
weist 0,66°, CO, auf, wovon 0,22 °, CO, zur Cellulose und 0,44°, CO, zum 
Xylan gehéren. 

3. In Naturstoffen, die zum gr6éBten Teil aus Cellulose bestehen und 
kein Xylan enthalten, wie Baumwolle, Bakteriencellulose und Tunicin, soll 
die errechnete Menge von 0,28°, CQ, ohne weiteres nachweisbar sein. 
Desgleichen in Cellulose, die durch Auflésen und Fallen aus Zellstoff er- 
halten wurde ?. 

4. Xylanpraparate, ebenfalls durch Auflésung und Fallung gewonnen, 
sollen 2,05°, CO, enthalten. 

Zum ersten Punkt verweise ich auf die vorhergehenden Kapitel. Das 
Verhiltnis von drei Glucoseanhydriden und einem Xyloseanhydrid ist, 
sobald man den Zellstoff bzw. das Spaltstiick in seine verschiedenen Zellarten 
aufteilt, nicht mehr vorhanden. Wir kénnen daher in diesem Verhaltnis. 
dessen Bestehen unter giinstigen Bedingungen im Zellstoff wir an sich 


1 BE. Schmidt, K. Meinel, E. Zintl, Ber. 60, 508, 1927; Schmidt, Meinel, 
Jandebeur, Simson, Cellulosechem. 13, 129, 1932. — * Vorliegende Unter 
suchung bezieht sich natiirlich nur auf solche Zellstoffe bzw. deren 
Cellulose, die bei mildem Aufschlu8 gewonnen wurden. Préaparate mit 
.,Oxyeellulose“*, die eine viel héhere Séurezahl haben kénnen, werden hier 
nicht betrachtet. 





ine! 
xyl 
b je 
tten 
xy! 
ron 
iten 
On 
anti 
det 
Ose 
dig, 
ren 
den 
ten 
ven 
8! 

lose 
5 


end 


lose 


we, 
drei 

ist, 
lick 
uM 


und 


soll 


Cellulose und Xylan. 381] 


nicht leugnen', kein st6échiometrisches erblicken, sondern miissen es als 


zutallig bezeichnen oder als ,,pseudost6chiometrisch **, 


wie es schon Freuden- 


herg? und Hess* taten. Auf die Verschiedenheit im Aufbau der Faser- und 
Parenchymzellen wurde bereits anlaBlich eines Vortrages von Schmidt 
hingewiesen*. Im tibrigen ware zu priifen, ob das Verfahren der Aufteilung 
des ,,Esters‘* in Cellulose und Xylan durch 5°,ige Natronlauge mit 3°, 


Kochsalzgehalt wirklich ein ganz exaktes ist. 


Ferner bleibt festzustellen, 


woher der restliche Anteil an Furfurol der sogenannten ,.Reincellulose*‘ 


stammt. 
dingungen verschieden hoch. 


Tabelle 


Man findet ihn je nach Laugenkonzentration und sonstigen Be- 


VII. 


Vergleich der Saurezahlen in Jodid-Jodatgemisch und 
Calciumacetatlésung. 





Zelistoff bzw. Substanz 


Buchenholzzellstott aus auberen 
Jahresringen eines 150 jahrigen 
Stammes mit Chlorwasser und Am- 
moniak aufgeschlossen 


Derselbe Zellstoff, 1 Std. in 20 cem 
n/10 Natronlauge, dann mit 20 ecem 
n/10 Salzsaure neutralisiert 


Xylan, aus Weizenzellstoff (mit Chlor- 
wasser und Ammoniak aufgeschlossen ) 
durch Extraktion mit 8 %iger NaOH 
und Fallung mit Methylalkohol er- 
halten . Ona AT fat ergy cote Pe: wd 


Rohe Baumwolle, unbehandelt . 


Baumwolle, mit 0,2°%igem Chlor- 
wasser und 1°,igem Ammoniak ge- 
bleicht 


Buchenholzzellstoff, 1Std. in n/10 


Natronlauge gestanden, mit Wasser 
ausgewaschen 


Probe 6, nach Auswaschen und Ent- 
fernung der Basen mit 0,5 °%iger 
*Salzsiiure, erneut gemessen 

Bambuszellstoff (10, und Na SOx 
aufgeschlossen ......2.2.2.. 
Bambuszellstoff, 1 Std. in 20 cem n/10 


Natronlauge, dann mit 20 cem n/10 
Salzsiure neutralisiert . 


Jodid-Jodat- 
gemisch 
cem vyer- 

brauchte n/100 
Thiosulfat 


Calcium- 
Acetatlisung 
8 Bemerkungen 


cem n/100 
NaOH 


11,97 


12.20 
Die in Calcium- 
acetat ge- 
messene Probe 
vorher bei 105° 
getrocknet. 
18.55 


1,14 


4,77 


4.67 


1 Siehe auch R. Runkel u. G. Lange, Cellulosechem. 12, 185, 1931. 


* K. Freudenberg, Papier-Fabrikant 30, 197, 1932. 


t. physik. Chem. B 15, 157, 1932. 


1933. 


3 K. Hess, Zeitschr. 
4 Papier-Fabrikant 31, 138/139, 
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Nach dem zweiten Punkt soll der Zellstoff durch n/10 bis n/15 Natron 
lauge in die Saéure und die Alkoholkomponente zerlegt werden. Diese 
Aussage wire gerechtfertigt, wenn die Sauregruppen einmal ohne Zuhilfe- 
nahme von Lauge, dann nach Behandlung damit gemessen und in letzterem 
Falle eine Zunahme erhalten worden ware. Die erste Priifung ist aber 
unterblieben. 

Durch das zuvor beschriebene Bestimmungsverfahren in Jodid-Jodat 
gemisch oder Calcium-Acetatlésung war die Moéglichkeit gegeben, diese 
Angabe Schmidts nachzupriifen; denn in beiden Fallen ist keine Lauge 
erforderlich, und die Wasserstoffionenkonzentration bewegt sich in neutralem 
oder schwach saurem Gebiet, und Saéuren in geringer Konzentration rufen 
nach Schmidt keine Verainderung an dem Ester hervor'. 

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB eine Probe des Buchenholz 
zellstoffs ohne alkalische Behandlung auf seine Saéurezahl gepriift wurde 
und eine zweite Probe des gleichen Stoffes. nachdem sie 1 Stunde in 20 cem 
n/10 Natronlauge aufbewahrt und dann mit genau der gleichen Menge 
n/10 Saure versetzt worden war. Die Saurezahlen waren in beiden Versuchen 
gleich hoch (Tabelle VII, Versuch | und 2). Bei der mit Natronlauge be- 
handelten Probe war also keine Zunahme der Carboxylgruppen festzustellen. 
was unbedingt der Fall hatte sein miissen, wenn die Annahme Schmidt 
zu Recht bestiinde. Um dem Einwand zu entgehen, da§ die Aufspaltung 
bereits wiéhrend des Aufschlusses vor sich gegangen sei, haben wir in de1 
gleichen Weise noch einen Bambuszellstoff gepriift, der mit Chlordioxyd 
und Natriumsulfit nach Schmidt gewonnen worden war. Auch hier war die 
Menge der COOH-Gruppen nach der Laugenbehandlung die gleiche wie 
ohne dieselbe (Tabelle VII, Versuch 8 und 9). Die ermittelten Carboxy] 


gruppen sind daher bereits im Zellstoff nach dem Aufschlu8 vorhanden und 
nicht durch die Alkalibehandlung hineingekommen; eine Esterspaltung im 
Sinne Schmidts findet nicht statt. SchlieBlich sei zu dieser Frage auch noch 
auf die Verschiedenheit in den Séurezahlen fiir Parenchym- und Faserzellen 
hingewiesen. Erstere liegen betrachtlich héher, nicht nur fiir Buchenholz, 
sondern auch fiir Bambus (Tabellen I, [V und V). 


Den dritten Punkt glaubten die Autoren durch Messungen an Baumwolle 
bestatigt zu finden. Zwar sind ihre Daten widerspruchsvoll, indem einma! 
gesagt wird, daB Baumwolle keine Carboxylgruppen enthalte * und an anderer 
Stelle ohne genauere Angabe der Versuchsanordnung sowohl gebleichter wie 
ungebleichter Baumwolle 0,28°, Séuregruppen zugeschrieben werden®. 
Nach letzterer Angabe miiBte 1g Baumwolle 6,4cem n/100 Alkali ver 
brauchen. Da bei unserer Jodmethode von Buchenholzzellstoff mit 0,66 ° 
CO,-Gehalt 12 ecm (einer der n/100 Lauge aquivalenten Thiosulfatlésuyg) 
statt der berechneten 15 cem benétigt werden, so wiirden durch die Methode 
80°, der Carboxylgruppen erfaBt worden sein, eine Zahl, die ungefahi 
zutreffen mag. Wenn man auf die gleiche Weise nun Baumwolle priift, so 
findet man nur einen Verbrauch von 1 bis 1,14ccem einer n/100 Thio- 
sulfatlésung, statt 6,4 ccm bei quantitativem Umsatz oder 5,12 ccm be 
einem Umsatz von 80°,. Der viel niedrigere Thiosulfatverbrauch kann 
nicht in der Methode begriindet sein, da die Bedingungen ja jeweils die 


! E. Schmidt, K. Meinel, E. Zintl, Ber. 60, 508, 1927. — * Dieselben. 
Ber. 60, 512, 524, 1927. —* E. Schmidt. K. Meinel, W. Jandebeur, W. Sim- 
son, Cellulosechem. 18, 129, 1932. 
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uleichen waren. Er kommt unserer Meinung nach daher, da die Baumwolle 
nicht jene ,,spezifische** Carboxylmenge aufweist, die von der Esterhypothese 
gefordert wird. 

Man vermiBt ferner den Beweis, daB die Sauregruppen tatsachlich am 
Cellulosemolekiil sitzen. Ware es nicht gerade bei der Baumwolle nétig 
gewesen zu priifen, ob die Begleitstoffe wachs- und fettartiger Natur ihre 
Esterbindung bei der Zugabe von Natronlauge gelést hatten ? 

Schmidt hat weiter geltend gemacht, daB auch die B-Cellulose, das ist 
die vom Bacterium xylinum abgeschiedene Zoogloea, ebenfalls 0,28 °,, 
Carboxylgruppen besitze. Hierzu ist zu sagen, daB zunachst fraglich bleibt, 
ob es sich bei der Zoogloea um die gleiche Cellulose handelt wie bei der Baum- 
wolle. Das Réntgenbild besagt nichts, denn es diirfte von vielen Stoffen, 
die der Cellulosereihe zugehéren, gegeben werden!. Ferner ist diese Zoogloea 
auch in gereinigtem Zustande nicht einheitlich, sondern enthalt eingebettet 
die Bakterienleiber, an deren Aufbau natiirlich sehr verschiedene Stoffe 
beteiligt sind. So kommt es, daB die B-Cellulose einen niedrigeren Drehwert 
in Kupferoxydammoniak besitzt als Cellulose und die Léslichkeitsverhalt- 
nisse in Natronlauge andere sind. Es ware auch hier unbedingt notwendig, 
den exakten Beweis zu erbringen, daB die COOH-Gruppen der B-Cellulose 
zugehéren und nicht nur der Zoogloea. Die durch Umfallung erhaltene 
Cellulose kann ebenfalls nicht als Beweismittel herangezogen werden. Sie 
ist naémlich durch einmalige Umfallung nicht rein zu erhalten, da die ihr 
anhaftende Hautsubstanz zum Teil wieder mit niedergeschlagen wird. 
Auch liegt der Saurewert weit unter dem von der Esterhypothese geforderten. 
Das gleiche ist zu Punkt 4 zu bemerken, nach dem in Natronlauge geléstes 
und durch Saure gefalltes Xylan einen Saéuregehalt von 2.05°, besitzen 
soll. Unsere Untersuchungen ergaben, da8 der Sauregehalt je nach Her- 
stellung verschieden hoch ausfallt und daB, genau wie bei der Cellulose, auch 
hier ein Teil der Hautsubstanz bei der Fallung mit abgeschieden wird. 

Nach Schmidt, Schnegq und Hecker? sollen Calciumsalze die COOH- 
Gruppen abspalten. Unter den Bedingungen, unter denen Verfasser 
arbeitete, war eine solche Abspaltung nicht zu beobachten. Zellstoff, der 
mit 0,5°,iger Salzsaure von seinen Basen befreit war und dann in normaler 
Calciumacetatlésung gemessen wurde, konnte mehrmals durch die gleiche 
Operation von Calciumion befreit und in normaler Acetatlésung auf 
seine Saéurezahl gepriift werden (s. Tabelle VII, Versuche 6 und 7). 


FaBt man die Ergebnisse dieser Betrachtung zusammen, dann 
bleibt nichts anderes iibrig, als die Esterhypothese abzulehnen: das 
Verhaltnis von Cellulose zu Xylan wie 3:1 ist kein stéchiometrisches, 
sondern ein zufalliges; der Beweis, daB die COOH-Gruppen Teile der 
Cellulose und des Xylans sind, ist nicht gelungen: die Angaben wber 
die Kettenlange der Cellulose und des Xylans sind hinfallig geworden : 
die Annahme der Esterbindung kann nicht aufrecht erhalten werden. 


Verfasser muB nach wie vor® daran festhalten, da die Hauptkompo- 


nenten der Membran nicht chemisch gebunden, sondern als solche in 


1M. Liidtke, diese Zeitschr. 238, 40, 1931. 2 Naturwissensch. 21, 
206, 1933. 3 Diese Zeitschr. 233, 23ff.. 1931. 
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bestimmten morphologischen Bauelementen angeordnet sind, und 
mu die Einwendungen, die Schmidt hiergegen glaubt vorbringen zu 
kénnen!, zuriickweisen. 


Zu einer Bestatigung dieser seit langem vertretenen Ansicht kommen 
neuerdings auch Bergstrém und Cederquist?, die Holz verschiedenen 
Zerkleinerungsgrades mit Schweizers Reagens extrahierten und um so 
mehr Cellulose herauslésten, je feiner das Holzmehl war. Sie wandten 
also die Methodik an, die der Verfasser schon vor Jahren mit dem 
gleichen Ergebnis benutzt hatte?. 


D. Zur Frage der Konstanz des Membranbaues. 


Wesentlicher aber als die Diskrepanzen der im _ vorstehenden 
diskutierten analytischen Befunde erscheint die grundsatzliche Ver- 
kennung der tatsachlichen Verhaltnisse im chemischen Membranbau 
durch die Esterhypothese. Denn aus ihr muB sich notwendigerweise 
eine falsche Einstellung zur Zellwand und den damit zusammen- 
hangenden Problemen ergeben. Eine solche Einstelliing wird immer 
nur den Stoff sehen, ohne sich darum zu kiimmern, da der Stoff in 
diesem Falle bestimmte Formen angenommen hat und Funktionen 
besitzt. So ist es denn nur eine konsequente Fortsetzung der Gedanken- 
ginge, wenn die Verfechter der Esterbindung zu dem Schlu8 kommen, 
daB Alter, Standort des Holzes und morphologische Verschiedenheit 
keinen Einflu8 auf die ganzzahlige Beziehung hatten. Letztere besitzt 
keineswegs das ,,Kennzeichen der Unveranderlichkeit’’, wie Schmidt 
und Mitarbeiter meinen, sondern wird mit den jeweiligen Verhaltnissen 
schwanken. Bestiinden die Ansichten der Autoren zu Recht, ware die 
Arbeit, eine Aufteilung vorzunehmen und damit eine Verschiedenheit 
nachzuweisen, von vornherein aussichtlos gewesen. Waren aber unsere 
Anschauungen richtig, dann muBten unbedingt Unterschiede bei den 
einzelnen Zellarten zu finden sein. Obwohl die vorgenommene Sichtung 
nur eine grobe war, konnten dennoch Verschiedenheiten nachgewiesen 
werden, und es kann nicht zweifelhaft sein, daB bei weiterer Aufteilung 
sowohl das Parenchym- als auch des Faseranteils weitere Unterschiede 
ans Licht geférdert werden kénnen, besonders wenn die Methoden, 
Angaben iiber den Lagerort, iiber Konstitution und Polymerisationsgrad 
zu machen, verfeinert sein werden. Mit diesen Verhaltnissen hangt 
eine Reihe von Erscheinungen zusammen, die im folgenden kurz be- 
sprochen seien: 


' Cellulosechem. 13, 129, 1932. — #? H. Bergstrém u. K. Cederquist. 
Ingeniérs Vetenskaps Akademien 8, 79. 1933. — * Ber. 61, 465, 1928: 
diese Zeitschr. 233, 21, 1931. 
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Man hat z. B. beobachtet, da®B Schleifsteinholzschliff einen hoheren 
Pentosangehalt besitzt als Siebholzschliff!. Die Ursache, iiber die scheinbat 
nicht tiberall Klarheit herrscht, ist natiirlich die, daB der Siebholzschlift 
einen Teil jener Zellen verloren hat, die einen hohen Xylangehalt aufweisen. 


Werden Spane der déuBeren und solche der inneren Jahresringe von 
Fichtenholz mit verdinntem Chiorwasser und Ammoniak (siehe unte! 
Versuche E. II. 1) aufgeschlossen, so zeigt sich, daB die Ausbeute von Zell 
stoff aus ersteren héher war als diejenige aus dem Kern: 

Fichte. Picea excelsa, 30jahrig: 

Reifholz. . . . . . . 50,.26°, ) Ausbeute auf trockenes 
Spbnthoiz.... . . . « 58,73% J Holz berechnet 

Kiefer, Pinus silvestris, |20jahrig: 

Kernholz . . . . . . 50.93°, |) Ausbeute auf trockenes 
Splintholz Seegack denis) G57 er Holz berechnet 


Es besteht also nicht nur ein Unterschied im Trockengehalt (Reifholz °), 
sondern man ist berechtigt, auch bei der Fichte von Kern- und Splintholz 
zu sprechen. Kernholz hat z. B. mehr ,,Lignin® als Splintholz, und bei det 
Behandlung des aufgeschlossenen Materials gab in unseren Versuchen 
Zelistoff aus letzteren mehr in Natronlauge lésliches ab und zeigte héheren 
Pentosangehalt als Zellstoff aus Kernholz. Obwohl die Tracheiden des 
Splintholzes morphologisch also kaum einen Unterschied zu denen des 
Kernholzes zeigen, existieren stoffliche Verschiedenheiten, die sich funktionell 
in besserer Wasserleitung dokumentieren. Da nun die Menge des Splint- 
holzes gegeniiber der des Kernholzes je nach Herkunftsort sehr verschieden 
sein kann, ist es nicht verwunderlich, daB die Fichte der Héhenlagen einen 
anderen Zellstoff liefert als die des Tieflandes. Die gleichen Verhaltnisse 
finden sich bei der Kiefer wieder, was bei diesem Holz nicht wunder nimuint. 


Aus diesen geringfiigigen Abweichungen im Aufbau ergeben sich dann 
jene Unterschiede chemischer oder physikalischer Art, welche die faserstoft 
erzeugende und -verarbeitende Industrie beim Faserstoff der gleichen 
Pflanze konstatieren kann, Unterschiede, die sich mit der bekannten 
analytischen Methodik und Begriffsbildung oft nur unvollkommen erkennen 
und ausdriicken lassen. Dadurch, da ein Organismus wie die Zellwand 
die chemischen Individuen, die er birgt, in eine organisierte Wachstums- 
gemeinschaft gefaBt hat, sind die Méglichkeiten der Form- und Funktions 
veranderungen sehr viel gréBer geworden. Nicht nur, daB das chemische 
Einzelindividuum durch verschiedenen Polymerisationsgrad sehr ver 
schiedenen Ausdruck erhalten kann, tragen auch die mengenmaBigen Ver 
schiedenheiten dieser einzelnen Individuen zueinander und ihre Formuny 
und Lagerung an bestimmten Orten des Organismus zu jenen vielfachen 
Méglichkeiten bei, welche in den biologischen, chemischen und physikalischen 
Differenzierungen ihren Ausdruck finden. Die enge Verbundenheit von 
Biologie, Chemie und Physik der Zellwand kommt hierin deutlich zum 
Ausdruck ®. 


1 Nakamura u. Sasaoka, Referat Chem. Centralbl. 1928, LI, 303. 
* Siehe z. B. Biisgen, Bau und Leben der Waldbaume. 3. Aufl.. von 
E. Miinch, Jena 1927. — ? Siehe hierzu auch unsere Bemerkungen iiber 
Stoff, Form und Funktion in ..Cellulosechemie* 13, 169. 191, 1932; 14. 1. 
1933. 
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E. Versuche. | 
von | 


1. Bambuszellsto}f. word 
Frew 
; ' ' ; bei d 
Bei der Xylanbestimmung wurde von lufttrockenem Material aus- hie I 
gegangen. Die Destillation erfolgte mit 12 °,iger Salzsiure', von der 200 cem ree 
iiberdestilliert wurden. Die Furfurolmengen sind nach der Formel Furfuro! wr 
(g Barbiturséureniederschlag + cem_ Fliissigkeitsmenge . 0,000012) Selle 
. 0,4659* berechnet und die Xylanwerte aus diesen durch Multiplikation 
mit 1,58 nach der Angabe von Schmidt und Mitarbeitern? ermittelt. 


1. Nylan- bzw. Pentosanbestimmungen. 


woral 
veber 


Tabelle VILL. 





Einwage _‘ Niederschlag _ =? € 
trocken korrigiert m Xylan Zellst 
. . S *o Paral 
stehe 


Bambushelm 1 i. . 2... 0,2598 0,0648 0,0477 18,36 
BY Meiatiscs ce sonere 0,5120 0,1526 0,1123 21,94 


. 


Bambuszellstoff bei 105° ge- 
NS fs ee ee 0.2756 0,0984 0,0724 26,28 


Bam buszellstoff lufttrocken 
angewandt ........ 0,3145 0,1174 0,0864 


Bam buszellstoff 
a) Faseranteil unbehandelt 0.2916 0,0976 0.0718 
b) nach Behandlung mit 
01° iger NaOH7. . . 0,2489 0,0792 0,0583 


¢) preys Behandlung mit 
alates 3° olger 
NaClt ... 0,4526 0.0778 0.0572 


Bambuszellstoff 
a) Parenchymanteil unbe- 
handelt. ..... 0,2366 0,1018 0,0749 32,36 


b) nach Behandlung = mit 

0,1°,iger NaOHT. . . 0,2119 0,0944 0,0695 32,78 
c) nach Behandlung mit 

5% iger NaOH + a 

NaCl} . 0,2124 0,0206 0,0152 


+ Siehe weiter unten: 8. Extraktion mit Natronlauge. 


1 Es diirfte sich in Zukunft empfehlen, mit 13,2 °,iger Salzsaéure unte1 
Kochsalzzusatz nach den Angaben von Kullgren und Tydén, Ingeniérs 
Vetenskaps Akademien, Nr. 94, ,.Uber die Bestimmung von Pentosanen” 
zm arbeiten. — * R. Jdger u. E. Unger, Ber. 35, 4443, 1902; BE. Unger u. 
R. Jager, Ber. 36, 1222, 1903; R. Sieber, Zellstoff und Papier 2, 253, 1922: 
Grierisch, Cellulosechem. 6, 93, 1925; F. W. Klingstedt, Zeitschr. f. analyt. 
Chem. 66, 129, 1925. — * Schmidt, Meinel, Nevros, Jandebeur, Cellulose 
chem. 11, 61, 1930. 
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Die unter | und II (Tabelle VIII) angegebenen Xylanbestimmungen 
von Bambushalm sind an zwei verschiedenen Bambussorten durchgefiihrt 
worden, wodurch sich wahrscheinlich die starke Differenz erklart. Nach 
Freudenberg und Mitarbeitern! gibt Holzlignin 0,7 bis 1°, Formaldehyd 
bei der Salzséuredestillation ab. Hiernach wiirden auf | g Holz etwa 16 
bis 17 mg Barbiturséureverbindung des Formaldehyds entfallen. Zieht man 
eine entsprechende Menge von den Bestimmungen | und II ab, so ergibt 
sich, daB das Holz immer noch einen Furfurolgehalt aufweist. der auf den 
Zellstoff umgerechnet den direkt ermittelten Wert des letzteren iibertrifft. 
woraus der SchluB8 zu ziehen ist, daB bei dem Aufschlu®B auch Furfurol 
gebende Substanzen mit entfernt werden. 


2. Saurezahlen. 

a) Bestimmung mit Kaliumjodid und Kaliumjodat. Ungetahr | g des 
Zellstoffs wurde genau abgewogen (Trockengehaltsbestimmung in einem 
Parallelversuch bei 105°), iiber Nacht in etwa 200 cem destillierten Wassers 
stehengelassen und dann auf einem Jenaer Gilasfilter 1 G3 > abgesaugt. 


Tabelle IX. 





Einwage , 
trocken ecm n/100 Saéure- 


Thiosulfat zahlen Bemerkungen 


. Bambuszellstoff mit ClO, 
und Na,SO;  aufge- 
schlossen 


2. Derselbe Zelistotf 1 Std. 
in 20cem n/10 NaOH, 
dann mit 20 cem n/10 
Salzsiure neutralisiert . 0,9889 


3. Bambuszellstoff, Faser- 
anteil 
a) unbehandelt. . . 0,687 1 2,58 
b) nach Behandlung 
mit 5° iger NaOH 
4 3°. iger NaCl. 0.5894 0,98 Vorher in Ca- 


Acetat gemessen 
. Bambuszellstoff, — Par- 
enchymanteil 
a) unbehandelt. . . 0,7280 
b) nach Behandlung 
mit 5°, iger NaOH 
+ 3%iger NaCl. 0,5436 0,83 1,52 Vorher in Ca- 


Acetat gemessen 


1 K. Freudenberg u. Harder, Ber. 60, 584, 1927; K. Freudenberg, Harder, 
Markert, Ber. 61, 1760, 1928. 





388 M. Liidtke: 


Die noch feuchte Substanz kam in L100 cem 0,5°,ige Salzsdure, die frei vor 
Basen, insbesondere von Eisen war, und blieb hierin unter mehrmaligen 
Umschiitteln '/, Stunde. Dann wurde sie auf demselben Filter abgesaugt 
mit etwa 700 cem destillierten Wassers ausgewaschen, | bis 2 Stunden mit 
Wasser bedeckt aufbewahrt und danach noch einmal mit etwa 700 cen 
destillierten Wassers gewaschen. Alle diese Operationen vollziehen sich 
auf dem Filter. Nach scharfem Absaugen wird die Probe quantitativ in 
eine gutschlieBende Glasstépselflasche gebracht und mit 25 ccm einer etwa 
n/10 Kaliumjodatlésung und darauf mit 25 c¢em einer etwa n/10 Kalium 
jodidlésung tbergossen. Nach Zusatz von 0,4cem 1° ,iger Starkelésuny 
blieb die Flasche unter mehrmaligem Umschiitteln I Stunde im Dunkeln 
stehen. Danach wurde in der Flasche mit n/100 Thiosulfatlésung titriert 
leem n/ 100 Thiosulfatlésung ist einem cem n/100 Saure oder 0,45 mg COOH 
Resten oder 0,01 mg Wasserstoffionen aquivalent. Als Saurezahl wird di 
in |g trockener Substanz enthaltene Menge COOH-Reste in cem eine 
gedachten n/100 Lésung ausgedriickt bzw. deren aquivalente Anzahl cen 
n/100 Thiosulfat. 


Die Herstellung der Lésungen hat mit ausgekochtem Wasser zu gx 
schehen, da Kohlenséaure, wie bekannt, Jod in dem Gemisch frei macht 
Deshalb ist auch der Zutritt von Luitkohlensiure méglichst zu unterbinden 
Die Starkel6sung mu neutral reagieren. Sollte siche bei einem Blind 
versuch der Verbrauch einiger Tropfen Thiosulfat ergeben, so wird dies« 
Menge vom Hauptversuch abgezogen. Auf diese Weise wurden vor 
stehende Zahlen erhalten (Tabelle LX). 


b) Bestimmung mit Calciumacetat. Bei der Umsetzung mit Calcium 


acetat war die Vorbereitung des Materials die gleiche wie unter 2a). Nachdem 
die Substanz mit 0,5° iger Salzsiure praktisch von Basen befreit und die 
Chlorwasserstoffsiure ausgewaschen war (die Entfernung der Basen ist 
nicht ganz quantitativ, besonders sind es Spuren von Calcium, Eisen und 
Mangan, die sich noch in der Asche bemerkbar machen; Naheres hieriibe: 
und iiber sonstige Fragen in der angekiindigten Veréffentlichung), wurde 
sie mit dem Filter gewogen, dann quantitativ in eine reine trockene Glas 
stépselflasche gebracht und mit genau 50cem normaler Calciumacetat- 
lésung iibergossen. Das Glasfilter wurde zuriickgewogen. Die Differenz 
dieser beiden Wagungen abziiglich des Trockengewichts des Zellstott- 
ergab die in letzterem haftende Wassermenge. Sie wurde in cem zu den 
50 cem Acetatlésung addiert. Diese Zahl (Spalte 3 der Tabelle X) gibt dic 
Gesamtmenge Fliissigkeit an, in der sich der Zellstoff befindet. Nachdem: 
die Substanz 30 bis héchstens 50 Minuten in der Acetatlésung unter meh: 
maligem Umschwenken gestanden hatte, wurde die Lésung durch das oben 
benutzte Glasfilter in eine saubere, trockene Saugflasche filtriert. 10 ode: 
20 cem der filtrierten Lésung wurden mit n/100 Natronlauge gegen Pheno! 
phthalein bis zum Erscheinen einer schwachen Rosafairbung versetzt und 
auf die Gesamtmenge Fliissigkeit in Spalte 3 umgerechnet. Von diese! 
Zahl werden die bei einem Kontrollversuch ganz gleicher Art mit 50 ecm 
normaler Acetatlésung verbrauchten cem Natronlauge abgezogen. Diese 
Zahl findet sich in Spalte 4. Auf 1 g Trockensubstanz umgerechnet wird si: 
als Saéurezahl bezeichnet (Spalte 5). Leem n/100 Natronlauge entsprich! 
0,45mg COOH-Resten oder 0,01 mg Wasserstoffion. Die so erhaltene: 
Saurezahlen sind also direkt mit den durch Jodid-Jodatgemisch erhaltener 
vergleichbar. 





I 
siceur 
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leicht 
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Die Herstellung der Calciumacetatlésung geschah mit Caleiumacetat 
siccum von Merck, von dem 79g in 1 Liter ausgekochten Wassers geldst 
wurden. Die Lésung ist kithl aufzubewahren, da sich bei Zimmertemperatur 
leicht Kleinlebewesen darin ansiedeln. 


Die mit Hilfe dieser Methodik erhaltenen Saurezahlen sind die folgenden: 


Tabelle X. 





Einwage , a 
trocken ecm Gesamt- ccm n/100 Siure- 
‘. fliissigkeit NaOH zahlen 


Bambuszellstoff mit ClO, und 
Nay SOs, aufgeschlossen . . . 0,9676 51,63 5,07 


Bambuszellstoff, Faseranteil 
a) unbehandelt. . . . . . 0,6871 51,91 2,08 

b) nach Behandlung mit 

5% iger NaOH + 3° Viger 
PUM eo ree 0.5894 5 1,07 


Bambuszellstoff, Parenchym- 

anteil 
a) unbehandelt ..... 0.7280 
b) nach Behandlung mit 
5°, iger NaOH + 3°%iger 


NaCl. 0,5436 


3. Extraktion mit Natronlauge. 


Bei der Behandlung mit Natronlauge verschiedener Konzentration 
folgten wir im wesentlichen den Angaben von Schmidt: Die Faser- und Par- 
enchymfraktion wurde getrennt je 20 Stunden mit 0,1° iger Natronlauge 
behandelt, davon 5 Stunden auf der Schiittelmaschine (400 cem auf 1g 
Substanz). Nach dem Abfiltrieren wurden die beiden Fraktionen noch 
einmal derselben Behandlung unterworfen und mit Wasser vollstandig 
ausgewaschen. Alsdann wurden diese Praparate zweimal je 20 Stunden in 
gleicher Weise mit 5°,iger Natronlauge, die 3°,, Kochsalz enthielt, aus- 
gezogen. Hierbei wurden 120 ccm Lauge auf | g angewendet. Die Verluste, 
welche die Fraktionen bei der Natronlaugebehandlung erlitten, sind die 
folgenden: 

Parenchymanteil: 0,1°,ige NaOH: 0.8586 ¢ lufttrocken = 0.7954 g 
trocken geben 0,7882 ¢ trocken 0,0071 g Verlust oder 0.89°,. 5° ige 
NaOH und 3°, ige NaCl: 0.4754 g lufttrocken 0,4559 g trocken geben 
0.3180 g trocken = 0.1379 g Verlust oder 30.25 °,. 

Faseranteil: 0.1°,ige NaOH: 1.2340 g lufttrocken 1,1562 g trocken 
geben 1,1534 g trocken = 0.0028 g Verlust oder 0,25°,. 5° ige NaOH und 
3°,ige NaCl: 0.8528 ¢ lufttrocken 0,7983 ¢ trocken geben 0,6833 ¢ 
trocken = 0,1695g Verlust oder 14,40°,. 

In einem zweiten Falle wurde die Extraktion nur einmal mit je 150 cem 
5°%iger Natronlauge mit 3°, Kochsalzgehalt aufgefiihrt. Die Verluste 
waren die folgenden: 
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Faseranteil: 0,7594 g trocken geben 0,6926 g trocken 0,0668 g Ver 
lust 880°). 

Parenchymanteil: 0,8854 ¢ trocken geben 0,6462 g trocken 0,2392 » 
Verlust by DR a A 

2s ist bei Bambus also nicht so, daB durch eine bestimmte Laugen 
konzentration ein ganz bestimmter Anteil extrahiert wird; vielmehr hat 
mehrmalige Extraktion einen erhéhten Verlust zur Folge. Von einer Beriick 
sichtigung der Aschengehalte ist hier und im folgenden abgesehen worden, 
da sie nur gering waren und infolge gleicher Behandlung von Parenchym 
und Faseranteil auf die SchluBfolgerung keinen EinfluB hatten. 


IT. Buchenholzzellstoff. 
1. AufschluB. 


Verwandt wurden 100 g Spane vom Stamm einer im Dezember 1932 
gefallten 150jaéhrigen Buche mit schwachrotem ,,Kern*, die auf humosem 
Lehmboden mit tonigem Untergrund gewachsen war. Der Trockengehalt 
betrug 82,90°,. Die etwa 1mm starken Hobelspane, die von den auBeren 
Jahresringen stammten (der falsche Kern blieb unbenutzt), wurden mit 
Chlorwasser und verdiinntem Ammoniak aufgeschlossen. Zum Aufsechlul 
waren 13,1 Liter 0,4°,igen Chlorwassers und 2,85 Liter 1°, igen Ammoniaks 
noétig. Das Holz lieB sich durch diese Behandlung, die durch Schiitteln 
und Zerteilen gréBerer Stiicke unterstiitzt wurde, leicht aufschlieBen; 
leichter als Kiefern- und Fichtenholz sowie Gramineen. Nach dem Aus 
waschen des Wassers reagiert der reinweiBe Zellstoff sauer. Die Ausbeute 
an trockenem Material betrug 46,09 g oder 55,60°,. Das ist praktisch 
dieselbe Zahl, die Schmidt und Mitarbeiter! beim AufschluB von Buchenholz 
mit Chlordioxyd und Natriumsulfit erhielten (54,09°,). Da auch Runkel 
und Lange? mit ihrer technischen Methode 56,2 °., finden, so darf man sagen, 
daB in dem Riickstand ein Produkt vorliegt, das gegeniiber den Aufschlub- 
mitteln resistent oder doch nahezu resistent ist. Da Schmidt an anderer 
Stelle* zu einer Ausbeute von 77,59 °, kommt 4, die er ebenso wie die Aus- 
beute von 54,09°, als Skelettsubstanz bezeichnet, so ist der Begriff der 
Skelettsubstanz> nicht eindeutig benutzt. Es scheint uns richtig, fiir auf- 
geschlossenes Material den alten Namen Zellstoff beizubehalten. 


2. Xylanbestimmungen. 


Von den Xylanbestimmungen gilt das beim Bambus Gesagte. Die 
Einzelwerte sind in Tabelle XI zusammengestellt. Aschengehalte wurden 
nicht beriicksichtigt. 


1 BE. Schmidt, E. Geisler, S. Arndt, F. Ihlow, Ber. 56, 31, 1923. 

2 Cellulosechem. 12, 187, 1931. — *% Ebenda 12, 205, 1931. — 4 Es 
hat den Anschein, daB diese Zahl einfachere Stoffe kohlenhydratartige: 
Natur, die mit dem Lignin vereinigt sind, enthalt. Sie werden durch 
den Aufschlu8 vom Lignin abgespalten, bleiben aber infolge der nahezu 
neutralen Reaktion der Aufschlu8mittel ungelést beim Riickstand. Ihre 
Menge ist um so geringer, Je héher die py-Zahl liegt, bzw. je héher die Aut- 
schluBtemperatur gewahlt wurde. — *° E. Schmidt, Cellulosechem. 12, 62. 
1931, und friihere Arbeiten. 
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Tabelle XI. 





Einwage Niederschlag 
trocken korrigiert 
g g 


Xvlan 


1. Buchenholzzellstoff . . . . . 0.2990 0.1070 0,0788 


2. Buchenholzzellstott 
a) Faseranteil unbehandelt ,2948 0.9994 0.0732 
b) nach Behandlung mit 
02°, iger NaOH* |. . WAM 0.0860 0.0633 
¢) nach Behandlung mit 
5% iger NaOH + 3°, iger 
ce a ea a 0,3734 0,0370 0,0272 
3. Buchenholzzellstoft 
a) Parenchymanteil unbe- 
ee a ae ee 0,2642 0,0958 0,0705 
b) nach Behandlung mit 
0,2°% iger NaOH*. . . 0,2833 0,0868 0,0639 
¢c) nach Behandlung mit 
5% iger NaOH + 3% iger 
NaCl * og kate 0,4316 0,0436 0.0321 7.44 


* Siehe unten: 4. Extraktion mit Natronlauge. 


3. Séiurezahlen. 


Die Saéurezahlen wurden mit Hilfe von Kaliumjodid und Kaliumjodat 
und ferner in Calciumacetatlésung in der fiir Bambuszellstoff angegebenen 
Weise ermittelt. Die Analysenzahlen sind in den Tabellen XII und XIII 
zusammengestellt. 


Tabelle XII. 


Saurezahlen in Kaliumjodid und Kaliumjodat. 





Einwage oem aiid 
it Ec ~~ 

trocken 5 Seagutied Saurezahlen 
. ‘ 


Buchenholzzellstoff aus auberen 
Jahresringen eines 150 jahrigen 
Stammes, mit Chlorwasser und Am- 
moniak aufgeschlossen 


Derselbe Zellstoff, 1 Std. in 20 ccm 
n/10 Natronlauge, dann mit 20 cem 
n/10 Salzsaure neutralisiert . . . . 0,9474 


Zellstoff wie 1., 1 Std. in 100 ccm 
n/l10 Natronlauge gestanden, dann 
mit Wasser ausgewaschen. . .. . 1,0909 


Buchenholzzellstoff wie 1., Faseranteil 
a) unbehandelt. . ig Pits ahs 0,4816 

b) nach Behandlung mit 0,2°, iger 
i | eee een ae ee 0.5647 

c) nach Behandlung mit 5°%iger 
NaOH+ 3° iger NaC] ..- 0,4949 
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Tabelle XII (Fortsetzung). 





Einwage 
trocken 
4 


Suchenholzzellstoff wie 1., Par- 
enchymanteil 
a) unbehandelt . Sere Star Ls eyatae t 
b) nach Behandlung mit 0,2°,iger 
RES his irae “arind Meee 
c) nach Behandlung mit 5°%iger 
NaOH + 3% iger NaCl 
Xylan, aus Weizenzellstoff (mit Chlor- 
wasser und Ammoniak aufgeschlossen) 
durch Extraktion mit 8%iger NaOH 
und Fallung mit Methylalkohol er- 
halten . 


0.4535 
0,5151 


0,5412 


0.7736 
Rohe Baumwolle, unbehandelt . 0.9973 
Baumwolle, mit 0,2°,,igem Chlor- 
wasser und 1°,igem Ammoniak ge- 
bleicht ~ 0,9742 


Tabelle XIII. 


eem n 10 


B ang Ss wzwahle 
Thiosulfat furezahlen 


14,35 
1,14 


0,98 1,01 


Saurezahlen in Calciumacetatlésung. 





Einwage com 
trocken 


y keit 


bal 


Buchenholzzellstoff aus 
auberen Jahresringen eines 
150 jabrigen Stammes, mit 
Chlorwasser und Ammoniak 
aufgeschlossen i 
Zellstoff wie 1., 1 Std. in 
100 cem n/10 Natronlauge 
gestanden, mit Wasser 
‘ ausgewaschen. . .. . 


0,8888 


1,0909 


Probe 2., nach Auswaschen 
des Calciums mit 0,5°%iger 
Salzsiure, erneut gemessen 


Buchenholzzellstoff wie 1., 
Faseranteil 
a) unbehandelt : 
b) nach Behandlung mit 
0,2%iger NaOH 
c) nach Behandlung 
mit 5%iger NaOH 
+3%iger NaCl. 
Buchenholzzellstotf wie 1., 
Parenchymanteil 
a) unbehandelt 
b) nach Behandlung mit 
0,2°,iger NaOH 
c) nach Behandlung 
mit 5%iger NaOH 
+ 3° iger NaCl 


1,0909 


0,4816 


0.5647 


0,4949 


0.4535 51,25 


05151 51,18 


0.5412 51,36 


Gesamt- cemn/100) Saure- 
fliissig- NaOH 


Bemerkunge 
waiian emerkungen 





angeg 
15 Sti 
behan 
lg Si 
lierter 
des T 
Riicks 
aufger 
gelass 
wurde 
ausgey 
zu gle 
handh 
F 
trocke 


trocke 
P: 
lufttro 

6,7: 
trocke: 


oo. 
0, 
trocke: 
mit 10 
dem E: 
pulver 
Lésungs 
erneut 
Starke 
Parenc 
0,0686 


Cellulose und Xylan. 


Tabelle XIII (Fortsetzung). 





cem 
Gesamt- cemn 100 Séure- 
tliissig- NaOH zahlen 


g keit 


Einwage 


trocken Bemerkungen 


6. Nylan, aus Weizenzellstotf 
(Chlorwasser u. Ammoniak 
aufgeschlossen) durch Ex- 
traktion mit 8%iger NaOH 
und Fallung mit Methyl- 
alkohol erhalten. . . . .  0,6140 , 50,79 12,05 19.63  Vorher bei 105° 
Rohe Baumwolle, unbe- = 
RS PU a hoy 1.0130 | 51,49 3,91 3,86 
Baumwolle, mit 0,2°%igem 
Chlorwasser und 1°, igem 
Ammoniak gebleicht. . . | 1,0031 | 51,59 1,30 1,30 


4. Extraktion mit Natronlauge. 


Die Bestimmung des Verlustes durch Behandlung mit Natronlauge 
verschiedener Konzentration erfolgte in der von Schmidt und Mitarbeitern 
angegebenen Weise. Faser- und Parenchymanteil wurden getrennt je 
15 Stunden mit 0,2°,iger Natronlauge unter gelegentlichem Umschwenken 
behandelt und dann 5 Stunden auf der Maschine geschiittelt (400 cem auf 
lg Substanz). Nach dem Filtrieren durch ein Glasfilter wurde mit destil- 
liertem Wasser ausgewaschen und an des Luft getrocknet. Nach Bestimmung 
des Trockengehalts und Errechnung des Verlustes wurde ein Teil des 
Riickstandes in 200cem 5°,iger Natronlauge, die 3°, Kochsalz enthielt, 
aufgenommen, 15 Stunden unter gelegentlichem Umschwenken  stehen- 
gelassen und dann 5 Stunden auf der Maschine geschiittelt. Der Zellstoffbrei 
wurde auf einem Gilasfilter abgesaugt und wie vorher mit Wasser vollig 
ausgewaschen. Die Extraktion von Faser- und Parenchymanteil geschah 
zu gleicher Zeit und unter gleichen Bedingungen, so daB durch die Be- 
handlung eine Verschiedenheit im Verlust nicht bedingt sein kann. 

Faseranteil des Buchenholzzellstoffs: 0,2°,ige NaOH: 2.7046 ¢ luft- 
trocken 2.4915 g¢ trocken geben 2.4480 g¢ trocken 0,0435 ¢ Verlust 

175°. 5°.ige NaOH und 3°. ige NaCl: 1.3868 g lufttrocken 12710 ¢ 
trocken geben 0.9828 g trocken 0.2881 ¢ Verlust 22.66%. 

Parenchymanteil des Buchenholzzellstoffs: 0,2°,ige NaOH: 2,9446 g 

lufttrocken 2.7220 g trocken geben 2,5385 g trocken 0.1835 g¢ Verlust 
6,74°,. 5°.ige NaOH und 3°, ige NaCl: 1,6066 g lufttrocken = 1,4626 g 
trocken geben 1,0748 g trocken = 0.3878 g Verlust 26.51%. 


5. Bestimmung des Starkegehalts der Parenchymzellen. 
£ £ ; 


0,0804 g lufttrockene Substanz des Parenchymanteiles 0.0732 ¢ 
trocken, die mit 0,2°,iger Natronlauge extrahiert war, wurde 1 Stunde 
mit 100 cem destilliertem Wasser in siedendem Wasserbad erhitzt. Nach 
dem Erkalten wurden 10 Tropfen Diastaselésung (eine Messerspitze Diastase- 
pulver in 10 cem Wasser) zugegeben und 2 Stunden bei 50° gehalten. Die 
Lésung blieb dann 10 Stunden bei Zimmertemperatur (18°) stehen, wurde 
erneut im siedenden Wasserbad erhitzt, mit Diastase versetzt und zur 
Starkespaltung erhéhter Temperatur ausgesetzt. Hiernach waren die 
Parenchymzellen frei von Starke. Die Ausbeute an Riickstand betrug 
0,0686 g trocken oder 92.9°,,. Mithin waren 7,10°,, Starke entfernt worden. 





Studien iiber die Phosphatase. 
VII. Mitteilung!: 


Die Phosphatase in Blut, Milz, Leber und Nieren 
bei akuter lymphatischer Leukimie. 


Von 


Ryuzo Iwatsuru und Yoshihiko Minami. 


(Aus der II. Medizinischen Klinik der Medizinischen Fakultaét der kaise1 
lichen Universitat zu Osaka.) 


(Eingegangen am 20. November 1933.) 


Die Phosphatase wurde in den Leucyten zuerst durch die Versuche 
Umenos? in hiesiger Klinik 1929 nachgewiesen. 

Er fand, daB dieselbe zwar nicht im Speichel, Magensaft und Harn 
nachweisbar ist, jedoch in den Zellen der betreffenden Driisen und Organe 
in ziemlich groBer Menge auftritt, und zwar am meisten in der Diinndarm- 
schleimhaut und der Niere. Weiterhin erstreckten sich die Versuche 
Umenos auf die Phosphatase in Klut bei chronischer Leukimie, wo er 
enorme Zunahme derselben bei Kranken und Leichen feststellte, die er 
auf die Phosphatasewirkung der myeloischen Leucocyten, welche in groBer 
Menge im Blute und Organen soleher Kranken auftreten, zuriickfiihren 
wollte. 


Bald daraufergab sich fiir uns eine Gelegenheit, an einem Patienten, 
der an akuter lymphatischer Leukamie litt, ahnliche Versuche an- 
zustellen und unsere Ergebnisse mit denen Umenos zu vergleichen. 
Dabei stellte sich eine sehr interessante Tatsache heraus, die weiter 


unten erwahnt wird. 


Versuchsmethode, 


Als Substrat verwendeten wir ebenso wie Umeno glycerophosphor- 
saures Natrium von Merck (Pulver, dessen Phosphorgehalt sich zu 11,42 ° 
erwies, C,;H;(OH),OPO,Na.3H,O); wir lésten es im Verhialtnis 1: 100 
in 0,9°,iger Kochsalzlésung mit einem Zusatz von Toluol?. 


Hauptversuch: Blut 4,0 cem, NaCl 0,9°,ig 36,0 cem, glycerophosphor- 
saures Natrium 0,4g, Toluol 0,4cem. Erster Kontrollversuch: NaC! 
0,9°,ig 40,0 cem, glycerophosphorsaures Natrium 0,4 g, Toluol 0,4 ecm. 
Zweiter Kontrollversuch: Blut 4,0cem, NaCl 0,9° ig 36,0 cem, Toluol 
0,4 ccm. 


! 1. bis VI. Mitteilung vgl. Umeno, diese Zeitschr. 231, 317—346, 1931. 
— *? lec. 8.339. — * DaB diese Substanz ein sehr geeignetes Substrat fiir 
die Phosphatase ist, haben zuerst Neuberg und Karczag (diese Zeitschr. 36, 
64, 1911) gezeigt. 
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Diese Mischungen wurden je in einen etwa 50 ccm fassenden Kolben 
gebracht, der gut verschlossen in einen Thermostaten (37.5°C) gestellt 
und dann jeden Tag mehrmals durchgeschiittelt wurde. 1] Tage lang 
setzten wir die Beobachtung fort. 


Zur Bestimmung entnahm man 5,0 cem, fallte mit Magnesiamischung, 
filtrierte und wusch mit 2,5°,iger Ammoniaklésung nach, bis die Chlor- 
reaktion verschwand. Nach dem Trocknen wurde die Substanz im 
Platintiegel gegliiht und als Mg,P,0, gewogen. Wenn die organisch ge- 
bundene Phosphorséure in 4,0 cem der Mischung vollstandig abgespalten 
ware, SO waren 0,01648 g zu erwarten. Deshalb dividierten wir den er- 
haltenen Wert jeder Bestimmung durch diese Zahl, so daB der abgespaltene 
Phosphor in Prozenten ersichtlich wurde. 


Bei allen Versuchen stellte man stets zwei verschiedene Kontroll- 
versuche dem Hauptversuch gegeniiber. Beim ersten Kontrollversuch 
erschien kein Niederschlag, wihrend man bei dem zweiten Kontrollversuch 
einen solehen in geringer Menge auffinden konnte. Dies zeigt also, daB 
eine kleine Menge anorganischen Phosphorsalzes von Anfang an im Blute 
enthalten war, und dieser Wert ist daher von den gefundenen Zahlen des 
Hauptversuches abzuziehen. 


Der Patient starb am 12. Tage nach der Blutuntersuchung. Nachdem 
die Leiche 24 Stunden im Kiihlraum gelagert hatte, wurden Leber, Milz 
und Niere herausgenommen. Diese Organe wurden in der Reibschale 
zerrieben, auf einer Glasplatte ausgebreitet und unter AbschluB von Licht 
unversehrt getrocknet, um fiir den Versuch Verwendung zu finden. Man 
léste das so erhaltene Pulver in 0,9°,iger Kochsalzlésung und setzte 
10°, Toluol hinzu. In diesem Zustande blieb die Mischung gut durch- 
geschiittelt 24 Stunden lang in der Eiskammer stehen und wurde dann 
mittels Zentrifuge abgeschleudert. Dann wurde der Extrakt durch Filter- 
papier filtriert; das Filtrat benutzte man fiir die Phosphatasebestimmung. 


Hauptversuch: Organextrakt 40,0 cem, glycerophosphorsaures Natrium 
04g, Toluol 0,4ceem. Erster Kontrollversuch: NaCl 0,9° ig 40,0 cem, 
glycerophosphorsaures Natrium 0,4 g, Toluol 0,4cecm. Zweiter Kontroll- 
versuch: Organextrakt 40,0 cem, Toluol 0,4 cem. 


Die Fliissigkeiten bleiben je in einem Kolben von etwa 50 ccm Gehalt 
im Thermostaten auf 37,5° C stehen, und werden taglich mehrmals durch- 
geschiittelt. 


Anamnese: 19jahriger Mann, bis zum 12. Lebensjahre gewoéhnliche 
Gesichtsfarbe, die aber vom 14. Lebensjahre an fiir ,,blaB‘* gehalten wurde. 
Von der gleichen Zeit an fiihlte er bei korperlicher Bewegung, beim Treppen- 
steigen und beim Sport Palpitation und leichte Atembeschwerden, sonst 
aber nichts Besonderes. Ohnmacht war niemals vorgekommen. Dieser 
Zustand dauerte an, bis sich alle diese Symptome im Jahre 1932 verstarkten : 
Die Haut nahm an Blisse stark zu, auch Palpitation sowie die Atem- 
beschwerden wurden heftiger, und dazu kamen jetzt oft Kopfschmerzen. 
Anfang November des betreffenden Jahres, als er eine Zeitlang mit dem 
Hibachi (japanisches Feuerbecken mit gliihender Holzkohle, das im Winter 
als Heizung dient) auf dem SchoB gearbeitet hatte und sich eben aufrichten 
wollte, fiel er plétzlich um, ohne da er zuvor jemals eine Blutung gehabt 
hatte. Nur friiher einmal, bei einer kleinen Wunde, erinnerte er sich, daB 
die Blutung iiber 1 Stunde hinaus nicht stillbar war. 
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Die Blutuntersuchung des Patienten ergab folgendes: 





Datum: 8. Februar 1933 10, Februar 1933 


Hamoglobin. . . . err a re ee 17,5% 18,8 °,, 
Zabl der Erythrocyten. . . 2... s+ 125000 1060000 
“Zabi Ger leucceyten ... 2 5. see es 126550 116400 
ee Fee he ee 81.3% 94,5 °,, 
CeO 5 ee a Ree ae ht 18,0 % 5,0 %, 
PeeNOO nk SES US 0 0 
Myeloblasten . . Parte bs so th 0 0 
Neutrophile Myelocyten i to) epreeiea- oe 01% 0,2% 
Kosinophile Myelocyten. . ...+-.... 0 0 
Basophile Myelocyten . . ; 0 0 
Neutrophile polymorphkernige “Leue ocyten ; 0,6 % 0.2% 
Kosinophile al morphkernige Leucocyten . 0 01% 
Basophile polymorphkernige Leucocyten . . 0 0 
ORGORGR SOREN cS poe See | ae mie _ — 


Die Ergebnisse. 
Die Priifung auf Phosphatase fiel wie folgt aus: 
A. Phosphatase im Blute. ° 
Erster Versuch (am 8. Februar). 


Zahl der Erythrocyten ......... . 1250000 
Zahl der Leucocyten . . . coo ee ao 
Hamatokrit (Volumen der Blutzelle ee ae 12,5 Vol.-° 





Tage nach dem Ansetzen: 1 2 j 10 


Mg,P,0; ing... . .. 0,0014 | 0.9007 0,0010 0,0010 09,0005 0,0005 
Spaltung in %.... . || 8,5 4.2 6,1 6,1 3,0 3,0 


Zweiter Versuch (am 10. Februar). 
Zahl der Erythrocyten . ....... . . 1060000 


Zahl der Leucocyten. .......... 116400 
PRDAAOMIIG 5 ght shieie Bn eyo oS: % 12,5 Vol.- 





Tage nach dem Ansetzen: : : 10 


Mie lg Op B20 ooo ou ie R | 0,0010 0,0008 | 0,0008 0,0906 
1 


Spaltung Se Sy [Oy 4,9 4,9 3,6 


Dritter Kontrollversuch. Bestimmung normalen Blutes. 
Zahl der Erythrocyten . ....... . . 4700000 


Zahl der Leucocyten. ......2..2.. 6400 
ABOANNEE 25 et GPa pa atin Sorte aor 41,0 Vol.-' 





Tage nach dem Ansetzen: 2 } 10 


Mg,P,0, ing... ..  0,0909  0,0000 | 0,0003  0,0003 | 90,0005  0,0005 
Spaltung in %..... | 0,0 0,0 1,8 1,8 3,0 3,0 
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Nach dem Tode des Patienten bestimmte man an den herausgenommenen 
Milz-, Leber- und Nierengeweben den Phosphatasegehalt. wie weiter unten 
angegeben ist. Die Gr6Ben der Organe sind folgende: 





Linge Breite Dicke Gewicht 
em em em g 


MD ra gle” 2 A ye 19 li ; 620 
Bes 0StS kek ane 25" lh 30 li 5,5 1310 
Niere (rechts) ..... 12 3. 

a) oS ere 12 


B. Phosphatase von Milz, Leber und Niere. 


Erster Versuch. 





Tage nach dem Ansetzen: 


Milz. 
Mg,P,0, ing... .. 0,0010 0,0032 0.0047 0,0059 0,0065 
Spaltumg in %. ... . || 6! 19,4 28,5 35,8 39,4 
Leber. 
Mg,P,0, ing... . . | 0,0009 00,0015 00,0030 0,0049! 0,0045' 0,0047 
Spaltung in %.... . | 5,4 9,1 18,2 24,2 27,3 28,5 
Niere. 
Mg,P,0; ing... .. 06,0015 0,0024 0,0030 0,0037 0,0040 0,0043 
Spaitung in%.... . || 91 14,5 18,2 22.4 24,2 26,1 


Zweiter Versuch mit denselben Materialien. 





Tage nach dem Ansetzen: 


Milz. 


Mg.P,0, ing... . .  0,0010 06,0082 0,°050 0,0062 0,0070| 0,0076 
Spaltung in %.... . | 6,1 19,4 30,3 37,6 42.5 45,5 


Leber. 


Mg,P,0; ing... . . || 0,0006 | 0,0019 00,0033. 0,0040| 0,0047 0,0050 

Spaltung in %.... . || 3,6 11,5 20,0 24,2 28,5 30,0 
Niere. 

Mgo.P,0; ing... . . 0.0005 | 0,0622| 00,0031 0,0036 0,0045 

Spaltung in %..... | 8,0 13,3 18,8 21,8 27,3 

i g 


o 


0046 
7 


0, 
a. 


Vergleich mit den Ergebnissen Umenos. 

Beide Falle, sowohl der von Umeno als auch der unsrige, gehéren 
zur Leukamie, aber sie unterscheiden sich natiirlich in ihrer Herkunft : 
die Umenos ist myeloisch, die unserige lymphatisch. Bei unserem Falle 
konnten wir feststellen, daB die Phosphatase — trotzdem die Zahl 
der Leucocyten 1'/,mal so groB als im Falle Umenos — beinahe normal 
blieb. Auch verhielt sich die Phosphatase in Milz-, Leber- und Nieren- 
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geweben anders als bei den Versuchen U’menos und erwies sich als weit 
geringer. Daraus la8t sich schlieBen, daB die lymphatischen Leucocyten 


die keine Oxydase aufweisen, auch keine Phosphatase enthalten. 


Zusammenfassung. 


1. Wahrend die Phosphatasemenge im Blute bei chronisch-mye- 
loischer Leukamie betrachtlich zunimmt, zeigt sich im Blute bei akute: 
lymphatischer Leukimie kaum eine Abweichung vom Normalgehalt 


gesunden Menschenblutes. 

2. Die Phosphatase in Leber, Milz und Nieren bei akuter lympha- 
tischer Leukimie zeigt geringere Werte als bei chronisch-myeloische: 
Leukiimie. 

3. Die Lymphocyten enthalten anscheinend dann, wenn sie keine 
Oxydasereaktion aufzuweisen haben, auch keine Phosphatase. 

Zum SchluB sei es uns gestattet, Herrn Professor Dr. S. Kozawa 
fiir seine liebenswiirdige Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit unseren 
herzlichen Dank auszusprechen. . 
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Uber die Adsorption optischer Isomerer an Nervengewebe. 


Von 
G. H. Richter und R. C. Dosser. 
(The Rice Institute Houston, Texas USA.) 


(Eingegangen am 25. November 1933.) 
gegan 


Die Theorie der Narkose von Meyer und Overton ist vielleicht die 
hisher verbreitetste Erklarung fiir die Giftwirkung. Mit dem Wieder- 
erwachen des Interesses fiir die Kolloidtheorie der Narkose! gewinnt 
eine erneute Priifung der Grundlagen der Theorie von Meyer und 
Overton an Bedeutung. Diese woh!bekannte Theorie fordert, da die 
Intensitat der Giftwirkung proportional den Verteilungskoeffizienten 
des Giftes ist. Die Kolloidtheorie dagegen nimmt an, da die Gift- 
wirkung eine Funktion der Anderung der Verteilung in den Zell- 
kolloiden ist. 

Es ist nicht schwer, scharfe Gegensaitze zwischen diesen beiden 
Theorien aufzuzeigen. So z. B. sind die Léslichkeiten und das Léslich- 
keitsverhaltnis oder die Verteilungskoeffizienten optischer Isomerer 
gleich, wihrend oft ihre physiologische Wirkung verschieden ist?. Dies 
bedeutet fiir die Theorie von Meyer-Overton eine fast uniiberwindliche 
Schwierigkeit. Nach der Kolloidtheorie dagegen miiBte hier eine ungleich 
starke Adsorption der optischen Isomeren an die Zellsubstrate vorliegen, 
die eine ungleiche Verinderung der Verteilung der Kolloide verursacht. 
Bancroft und Richter? haben wahrscheinlich gemacht, daB von den 
Stoffen der Zellen am meisten die Proteine betroffen werden. Es wurde 
nicht tiberraschen, eine ungleiche Adsorption optischer Isomerer an 
optisch aktive Substrate* zu finden, und da die Proteine optisch aktiv 
sind, erscheint obige Erklarung ganz wahrscheinlich. 

Die Angaben hieriiber sind jedoch widersprechend und unsicher. 
Willstatter® konnte keinen Unterschied in der Adsorbierbarkeit von Alkaloiden 
an Wolle finden. Spater stellten Jngersoll und Adams® einige optisch 
aktive Farbstoffe her. Vorlaufige Versuche tiber ihr Adsorptionsverhalten 
schienen einen geringen Unterschied zwischen den beiden Isomeren zu 
zeigen. Porter und Ihrig? glauben, mit optisch aktiven Farbstoffen einen 
Unterschied im Verhalten der optischen Isomeren bei der Adsorption 
an Wolle gefunden zu haben. Brode und Adams*® bestimmten in einer Fort - 


1 Bancroft u. Richter, J. of phys. Chem. 35, 215, 1931. — * Frankel, 
Arzneimittelsynthese 1927, S. 136. — % Bancroft u. Richter, J. of phys. 
Chem. 36, 215, 1932. — 4 Freundlich, Kapillarchem. 1, 262, 1930. 

5 R. Willstdtter, Chem. Ber. 37, 3758, 1904. — §& Ingersoll u. Adams, 
J. Amer. Chem. Soc. 44, 2930, 1922. — ? Porter u. Ihrig, ebenda 45, 1990, 
1923. — 8 Brode u. Adams, ebenda 46, 2032, 1924. 
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setzung dieser Untersuchung sorgfaltig die Adsorption einiger optisc), 
aktiver Farbstoffe an optisch inaktive Substrate wie Ton (,,7’ennessee bal! 
clay“), Kaolin, Kieselerde, Tonerde und Tierkoh!e und zeigten, daB erwar- 
tungsgemaB keine erkennbaren Unterschiede bei der Adsorption optischer Iso- 
merer an diese Substrate bestehen. Brode und Adams! untersuchten weiter- 
hin die Adsorption opvisch aktiver Farbstoffe an optisch aktive Substrate, 
wie z. B. Wolle. Thre Versuche ergaben gleichfal!s. daB in der Adsorbierbar- 
keit reiner optischer Isomerer an optisch aktive Substrate kein Unterschied 
besteht. Sie wiederholten weiterhin die Arbeiten von Porter und Lhriq 
und konnten deren Versuche nicht bestatigen. Morgan und Skinner? unter- 
suchten die Adsorption verschiedener optisch aktiver Farbstoffe an Wolle. 
Sie fanden einen geringen, Jedoch merkbaren Unterschied in dem Ver- 
halten der optischen lsomeren. Ihre Ergebnisse wurden jedoch von Brod: 
und Adams bestritten®. 

Gegenwartig scheint kein unbestrittenes Ergebnis vorzuliegen, 
welches einen Unterschied in der Adsorbierbarkeit optischer Isomeret 
an optisch aktive Substanzen zeigt. Die oben angefiihrten Versuche 
beweisen in keiner Weise, daB die beiden Isomeren gleichmaBig adsorbiert 
werden; sie zeigen vielmehr, daB der Unterschied, wenn er iiberhaupt 
vorhanden ist, innerhalb der Versuchsfehler liegt. Es ware daher 
wichtig, diese Frage noch einmal mit feinerer Methodik zu untersuchen. 
Wir haben daher eine Untersuchung iiber die Adsorption optischer 
Isomerer an Proteine ausgefiihrt. Die Anderung der relativen Kon- 
zentration wurde mit dem Zeissschen Interferometer gemessen. 
Lésungen gleicher Konzentration der verschiedenen Isomeren wurden 
mit genau der gleichen Menge Adsorbens behandelt. Nach der Adsorption 
wurden die iiberstehenden Lésungen in jede der beiden Interferometer- 
kammern gebracht und die Interferenzstreifen verglichen. Wenn die 
Lage der Streifen nicht verandert war, konnte man schlieBen, daB gleiche 
Mengen der beiden Verbindungen adsorbiert worden waren und Lésungen 
gleicher Konzentration zuriickblieben. War jedoch die Lage der Streifen 
verschoben, so zeigte dies, daB ein Isomeres starker adsorbiert worden 

rar als das andere. 

Untersucht wurde eine Reihe einfacher optisch aktiver Sauren, 
Alkaloide und Aminoséuren. Als Adsorbentien dienten Tierkohle. 
Hautpulver und das Nervengewebe der obdulla oblongata aus frischem 
Kalbshirn. Wegen der Schwierigkeit, beide Isomere zu erhalten, wurde 
eine Mischung von d- und |-Verbindung mit einem der reinen optischen 
Isomeren verglichen. Ein solcher Vergleich ist gerechtfertigt, denn 
Racemate existieren nicht in Losung. Es ist wiederholt gezeigt worden, 
daB sich eine Lésung der d, l-Verbindung wie eine Mischung der reinen 


1 Brode u. Adams, J. Amer. Chem. Soc. 48, 2193, 1926. — ? Morgan 
u. Skinner, J. Chem. Soc. 127, 1731, 1925. — * Brode u. Adams, J. Amer. 
Chem. Soe. 48, 2195, 1926. 
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Komponenten — verhalt!. Die kryoskopische Molekulargewichts- 
bestimmung ergibt einfache Molekulargr6Be und zeigt, daB die Substanz 
in verdiinnter Lésung als eine Mischung der beiden Antipoden vorliegt 2. 


So ist es experimentell zweckmaBiger, das Verhalten des einen optischen 


Isomeren mit dem einer Lésung des Racemats zu vergleichen. 

Es mu jedoch darauf hingewiesen werden, daB der Unterschied 
in der Adsorption dadurch geringer wird. Die absolute Adsorption des 
reinen d- oder |-Isomeren kann errechnet werden, wenn das Adsorbens 
keine anderen Salze an die Lésung abgibt und sich daher keine negative 
Adsorption zeigt. Walden® hat gezeigt, daB die Dissoziationskonstanten 
der aktiven und der inaktiven Formen gleich sind, da die Lésungen, 
sofern sie von gleicher Konzentration sind, die gleiche Wasserstoffionen- 
konzentration haben. 

Unsere Versuche zeigten, daB optische Isomere an ein optisch 
inaktives Substrat, Tierkohle, in gleicher Weise adsorbiert werden, 
waihrend an einem optisch aktiven Substrat, wie z. B. Hautpulver oder 
Nervengewebe, die beiden Lsomeren einen geringen, jedoch feststellbaren 
Unterschied der Adsorption zeigten. 


Experimenteller Teil. 
Adsorption von d- und l-Weinsdure an Tierkohle. 


Zu dem Versuch wurde die Tierkohle sechsmal mit Wasser dekantiert, 
abfiltriert und auf einer porésen Platte bei Zimmertemperatur getrocknet. 
Gereinigte Isomere von der Eastman Kodak Company wurden so gelést, 
daB 0,3516 g in 100cem enthalten waren. Die beiden Lésungen wurden 
dann im Interferometer auf Gleichheit der Konzentrationen gepriift. Die 
Ablesungen waren: d-Lésung gegen d, |-Lésung 27 bis 28 Einheiten. Der 
nach dem Fiillen beider Kammern mit destilliertem Wasser abgelesene 
Nullwert betrug 24 Einheiten. Die beiden Lésungen differieren also um 
3 bis 4 Einheiten. Die d-Lésung war konzentrierter. Die Lésungen wurden 
dann gegen Wasser gemessen. Die d-Lésung ergab eine Ablesung von 
993 bis 995 Einheiten, die d, 1-Lésung eine solche von 988 bis 989 Einheiten. 
Die hier gefundene Differenz von 5 bis 6 Finheiten stimmt gut mit der 
beim Vergleich der beiden Lésungen gefundenen von 3 bis 4 Einheiten 
iiberein. 

lg Tierkohle wurde in eine 50-cem-Flasche gegeben, 30 ccm obiger 
Standardlésung hinzugefiigt und das Ganze 15 Minuten stehengelassen. 
Gleichzeitig wurde der Leerversuch angesetzt. Hier wurden 30 cem Wasser 
zu 1g Tierkohle gegeben und ebenfalls 15 Minuten stehengelassen. Nach 
Ablauf der 15 Minuten wurde die klare iiberstehende Fliissigkeit abgegossen, 
etwa suspendierte Tierkohle abzentrifugiert und die Lésungen im Inter- 
ferometer gemessen. 


1 Roozeboom, Zeitschr. f. physik. Chem. 28, 496, 1899. — ? Raoult, 
ebenda 1, 186, 1887; Anschiitz. Ann. 247, 121, 1888; Wallach, Ann. 246, 231, 
1888. — 3 P. Walden, Ber. 29, 1692, 1896. 





402 G. H. Richter u. R. C. Dosser: 


Der Vergleich der beiden Lésungen ergab eine Ablesung von 30 hj. 
32 Einheiten. Nach Abzug des Nullwertes von 24 Einheiten blieb ei: 
Differenz von 6 bis 8 Einheiten. Die d-Lésung war konzentrierter. Vi 
der Adsorption war sie um 4 bis 6 Einheiten konzentrierter. Daraus ergil) 
sich ein Unterschied von 2 Finheiten. Dieser Betrag liegt innerhalb de: 
Fehlergrenze. Dann wurden die beiden Loésungen nach der Adsorption 
gegen Wasser gemessen. Die d-Lésung ergab eine Ablesung von 674 Fin 
heiten, die d, 1-Lésung eine solche von 667 Einheiten. Die d-Lésung war 
stirker, und zwar betrug die Differenz 7 Einheiten. Da die d-Lésuny 
zuerst um 4 bis 6 Kinheiten starker war, betragt der wirkliche Unterschied 
zwischen den beiden Lésungen wiederum etwa 2 Einheiten. 

Die Leerbestimmung gab eine Ablesung von 40 Einheiten: 40 wenige: 
24 gibt 16 Kinheiten als Ma® fiir die aus der Tierkohle stammenden Ver- 
unreinigungen. Der eigentliche Wert fiir die Adsorption der d-Weinsaure 
an |g Tierkohle ist also 994 weniger 674 plus 16 = 336 Einheiten.  Fiir 
die Adsorption der d, l-Weinsaure an 1 g Tierkohle betragt er 988 weniger 
667 plus 16 = 337 Einheiten. Daraus sieht man, daf innerhalb der Versuchs- 
fehler optische Isomere in gleichem AusmaB von Tierkohle adsorbiert 
werden. 

Adsorption der Isomeren an Hirngewebe. 

Die Lésungen der Isomeren wurden wie oben hergestellt und im Inter- 
ferometer gepriift. Wenn die Lésungen nicht auf 3 bis 4 Einheiten iiberein- 
stimmten, wurden sie durch Zusatz von Wasser darauf eingestellt. 

Zu den Adsorptionsversuchen wurde Gewebe aus der Medulla einer 
Reihe frischer Kalbshirne genommen. Um es zu waschen, wurde es | Stunde 
in destilliertem Wasser stehengelassen; das Wasser wurde wahrend dieser 
Stunde viermal gewechselt. Ein Stick wurde quer aus der Medulla heraus- 
geschnitten und dann entlang der natiirlichen Léangsteilung gespalten. 
Die beiden Stiicke hatten die gleiche Form, relative GréBe und Zusammen- 
setzung. Das Gewicht der Stiicke wurde dann auf einer analytischen Waage 
ermittelt. Die beiden Stiicke hatten nun gleiches Gewicht und gleiche 
GrdiBe. Jedes Stiick wurde dann in eine Glasst6pselflasche gebracht und 
25cem von der Lésung der Isomeren zugegeben. Gleichzeitig wurde ein 
in gleicher Weise hergerichtetes Gewebsstiick von dem gleichen Gewicht 
wie die obigen in eine Glasstépselflasche zu 25 ccm destilliertem Wasser 
gobgeben. Die Flaschen verblieben dann 24 Stunden bei 28°. Dann wurde 
die tiberstehende Fliissigkeit abgegossen und im Interferometer untersucht. 
Sie wurden wieder wie oben gegeneinander und gegen Wasser gepriift. 
Zur Anwendung gelangten d- und d, l-Weinsaéure. Die Ergebnisse sind aut 
der Tabelle I zu sehen. 

In gleicher Weise wurde die Adsorption von I- und d, 1-Apfelsiure 
ausgefiihrt. Reine 1-Apfelséure wurde von der Eastman Kodak Compan) 
bezogen. Die d,1l-Saure wurde durch Umkristallisieren aus Aceton und 
Tetrachlorkohlenstoff nach der Vorschrift von Lange und Kline! gereinigt. 
Es wurde eine Adsorption bei 28° und eine bei 5° ausgefiihrt. Der Versuch 
bei 5° wurde unternommen, um eine Zersetzung des Hirngewebes zu ver- 
hiiten und um zu priifen, ob die Temperatur irgendeinen Einflu8 aut die 
Adsorption der Isomeren hat. 

Die Adsorption von I- und d,1l-Leucin wurde ahnlich ausgefiihrt. 
Nur wurde auf den Versuch bei 28° verzichtet, da das Gewebe bei dieser 


1 Lange u. Kline, J. Amer. Chem. Soc. 44, 2709, 1922. 
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Temperatur im alkalischen Medium zu zersetzlich war. Zur Bestimmung 
wurden gereinigte Isomere von der Eastman Kodak Company verwendet 

Fiir die Adsorption von Atropinsulfat und Hyoscyaminsulfat wurden 
gereinigte Handelspraparate verwendet. Das Gewebe wurde diesma!| 
anders behandelt, um womdglich die bei den vorhergehenden Versuchen 
gefundene ,,negative’’ Adsorption zu verhindern. Da _ die scheinbia 
negative’ Adsorption durch die Diffusion der Salze aus dem Nervengewelbe 
verursacht wird, wurde bei diesem Versuch das Gewebe vor Gebrauch 
5 Stunden in Wasser stehengelassen. Das Wasser wurde dabei stiindlic} 
gewechselt. Die negative Adsorption war jetzt merklich geringer, jedoc} 
immer noch in gewissem MaBe vorhanden. 

In der Tabelle I sind die abgelesenen Trommelteile des Inter. 
ferometers wiedergegeben. Die Spalte der ,,Leer‘‘werte zeigt die Menge 
der wiahrend der Adsorption der Isomeren aus dem Nervengewebe 
wegdiffundierten Salze und anderen Bestandteile an. Die mit ,, Differenz* 
bezeichnete Spalte gibt in Trommelwerten die GréBe der Verschiebung 
der Interferenzstreifen an, die beim Vergleich der beiden Lésungen 
auftrat. Die Spalte ,,Adsorbierte Einheiten* gibt in Skalenteilen dic 
Menge der bei der Behandlung mit Nervengewehe aus der Lésung ver- 
schwundenen Isomeren an. Diese Werte diirfen jedoch nicht als absolute 
gelten in dem Sinne, daB aus ihnen die Menge in Milligramm berechnet 
werden kann, die vom Gewebe adsorbiert worden ist. Hierzu ware 
eine Eichkurve fiir das Instrument notwendig. Die Werte geben nur 
den relativen Adsorptionsgrad an. 

Es ist darauf hinzuweisen, daB die Menge der aus dem Nervengewebe her- 
ausdiffundierten Stoffe verhaltnismaBig sehr groB ist. Daher kann die Ver- 
schiebung der Interferenzstreifen nicht beweisend sein, wenn die beiden 
Gewebsstiicke nicht genau gleiches Gewicht haben oder nicht die gleich 
Menge diffundierbarer Stoffe enthalten. Wir haben mehrere vergleichen« 
Versuche unternommen, um zu zeigen, daf die durch die Vorbereitung det 
Gewebsstiicke bedingten Versuchsfehler nicht die Ursache fiir die Ver- 
, schiebung der Interferenzstreifen sind, was der Fall ware, wenn dem einen 
Stiick bei der Wagung mehr Wasser anhaften wiirde als dem anderen. Es 
wurden z. B. Versuche genau in der oben beschriebenen Weise, nur mit dem 
Unterschied, daB dem Gewebe keine optischen [someren zugesetzt wurden, 
ausgefiihrt und nach 24 Stunden die iiberstehenden Fliissigkeiten abge- 
trennt und im Interferometer untersucht. In einem Idealversuch wiirde 
sich, wenn die Gewichte iibereinstimmen und die Gewebe die gleiche Meng: 
diffundierbarer Stoffe enthalten, keine Verschiebung der Streifen ergeben 
In unseren Versuchen stellten wir fest, daf& der Versuchsfehler hierbe 
eine Verschiebung der Streifen um -- 8 bis 12 Einheiten nach _ beide: 
Seiten verursachen kann. 

Auf Grund unserer Ergebnisse nehmen wir an, daB die beiden 
optischen Isomeren vom Nervengewebe des Korpers ungleichmasig 
adsorbiert werden, und daB weiterhin diese Ungleichheit der Adsorption 
eine Stiitze fiir die Kolloidtheorie der Giftwirkung bedeutet, da sie 
Unterschiede in der Verteilung der Zellkolloide erwarten 1iBt und so 
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eine Erklarung fiir die beobachtete ungleiche physiologische Wirkung 
zahlreicher Paare von optischen Isomeren. gibt. 


Zusammenfassung. 

1. Die Adsorption optischer Isomerer an optisch aktive und 
inaktive Substrate wurde mit dem Interferometer untersucht. 

2. Im allgemeinen erfolgt eine verschieden starke Adsorption 
optischer Isomerer an optisch aktive Substrate. 

3. Es besteht kein nachweisbarer Unterschied in der Starke der 
Adsorption optischer Isomerer an inaktive Substrate wie Tierkohle. 

4. Die Ungleichheit der Adsorption optischer Isomerer an Nerven- 
gewebe scheint die Kolloidtheorie der Giftwirkung zu stiitzen und 
gegen die Theorien von Meyer und Overton zu sprechen. 
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Uber die Bestimmung 
der Einheitlichkeit von Proteinen durch Flockungsversuche. 
Von 
Br. Jirgensons. 
(Aus dem Chemischen Institut der Lettlandischen Universitat, Riga.) 
(Eingegangen am 19. Dezember 1933.) 


Mit 14 Abbildungen im Text. 


Durch die grundlegenden Untersuchungen von The Svedberg und 
Mitarbeitern! ist die Frage der Einheitlichkeit der meisten Proteine 
eindeutig geklart. Die von dem genannten Forscher ausgearbeitete 
Methode der Ultrazentrifugierung von hochmolekularen Stoffen gibt 
darauf in sehr tiberzeugender Weise die entscheidende Antwort. Es 
wurde z. B. gefunden, daB8 Eieralbumin ein einheitliches Protein vom 
Mol.-Gew. 34500 ist. Casein und Gelatine dagegén erwiesen sich als 
Gemische mehrerer Bestandteile, die verschiedenes Molekulargewicht 
haben. Andererseits wurde auch von Linderstrém-Lang? durch Fraktio- 
nierungsversuche gezeigt, dafS Casein aus mehreren Komponenten 
besteht. Von den Bestandteilen des Caseins erwies sich die in 60- bis 
79° igem Alkohol lésliche Fraktion, die ein Mol.-Gew. von 375009 hat. 
als einheitlich. 

Die Ultrazentrifuge gehért zu den kompliziertesten und teuersten 
Apparaten, die bisher in einem Versuchslaboratorium verwendet wurden, 
und sie kann deshalb nur eine beschrankte Anwendung finden. Die 
Ultrazentrifuge ist auch in den Fallen nicht anwendbar, wo man es 
mit verschiedenen Abbauprodukten der Proteine zu tun hat, wo die 
Teilehen schon zu klein sind und sich nicht mehr abzentrifugieren 
lassen. Es ist deshalb von besonderer Wichtigkeit, eine einfachere, mehr 
zugaingliche Methode zu finden, die zur Lésung der Frage der Einheitlich- 
keit von Proteinen und ihren Abbauprodukten Anwendung finden kénnte. 

Bei der Flockung der Proteine durch variierende Konzentrationen 
eines Alkohols (oder Alkohols + Salzes) ist in vielen Fallen ein Maximum 
und ein Minimum der Koagulation zu sehen*. Tragt man auf der 
Abszisse die Konzentration des Alkohols (c), auf der Ordinate den 
Flockungsgrad ab, so erhalt man folgende typische Kurve (Abb. 1). Die 


1 T. Svedberg, Kolloidchem. Beih. 26, 230, 1928; Kolloidzeitschr. 51 
10, 1930; 7’. Svedberg u. Nichols, J. Amer. Chem. Soc. 48, 3081, 1926: 
T. Svedberg, L.M. Carpenter u. D.C. Carpenter, ebenda 52, 241, 1930: 
Krishnamurti u. Svedberg, ebenda 52, 2897, 1930; u. a. 2 K. Linderstrém 
Lang, C. r. d. trav. d. Laborat. Carlsberg 17, 1, 1929; u. a. —* Br. Jirgensons. 


diese Zeitschr. 240, 218, 1931; Kolloidzeitschr. 61, 41, 1932; u. a. 
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maximal flockende Konzentration (Cy,,,) des Alkohols oder anderer 
organischer Stoffe steht in direkter Beziehung zu ihrer Dielektrizitats- 
konstante und ist auch vom pu der Lésung abhangig. Es ist nun merk- 
wirdig, da reines Eieralbumin stets nur das oben angefiihrte Kurven- 
bild zeigte; beim natiirlichen Casein, das kein einheitliches Protein ist, 
wurden dagegen unter bestimmten Bedingungen Kurven erhalten, die 
-wet Maxima und zwei Minima, oder zwei Minima und ein Maximum 
aufweisen (Abb. 2 und 3). In beiden Fallen ist das merkwiirdige Ab- 
fallen der Flockungskurve zweimal zu sehen, und daraus wurde ge- 
schlossen, da die Diskontinuitéten in der Kurve mit der komplexen 


HOCK UNGSG/Ad ——> 
Flockungsgrad —= 
Flockungsgrad — 

















Abb. 1 Abb. 2. Abb. 3. 


Natur des Caseins im Zusammenhang stehen. Diese SchluBfolgerung 
erhalt eine Begriindung durch die Tatsachen, die A. Dumanski' bei der 
Gelatine gefunden hat. Koaguliert man das Protein durch Natrium- 
chlorid und variierende Konzentrationen des Alkohols, so ist eine sehr 
unregelmaBige Reihe zu sehen: man erhalt Kurven, die zwei Maxima 
und drei Minima aufweisen. 

Eine weitere Begriindung der Tatsache, daB die Flockungsversuche 
auch die Einheitlichkeit oder Komplexizitét des Proteins anzeigt, 
gaben die folgenden Untersuchungen iiber die Fraktionen des Caseins. 
Bei der Koagulation der einheitlichen, alkoholléslichen Fraktion wurden 
Kurven mit héchstens einem Maximum und einem Minimum erhalten. 
Ferner wurde mit den peptonaihnlichen Abbauprodukten des Caseins 
vearbeitet und gefunden, daB hier unter bestimmten Bedingungen die 
in Abb. 2 und 3 sichtbaren Kurven erhalten werden. Auch das Merck- 
sche Haimoglobin, das sich spektroskopisch als Gemisch von Oxy- und 
Methamoglobin erwies?, gibt Kurven, die zwei Minima und ein Maximum 
haben. 

Die Versuche. 
Zu den Versuchen wurde erstens Casein ,,nach Hammarsten von 
Ek. Merck‘ verwendet. Die Caseinsole wurden durch Lésen einer bestimmten 
Menge in n/10 NaOH hergestellt. Die Lésung wurde durch Hinzufiigen 
von n/10 und n/100 HCl auf das gewiinschte pq gebracht und dialysiert. 


1 4. Dumanski, Kolloidchem. Beih. 31, 426, 1930. 2 Br. Jirgensons, 
diese Zeitschr. 194, 140, 1928. 
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408 Br. Jirgensons: 
Die Dialyse wurde in frisch hergestellten und ausgewaschenen Kollodiun, H = 
sicken gegen dest. Wasser ausgefiihrt. Nach der Dialyse wurde durch eine alkoh 
Wasserstoffelektrode das py der Lésung bestimmt. Es wurden dann dic an de 
Reihenversuche in der iiblichen Weise ausgefiihrt : in eine Reihe von Reagens- FP yehm 
glaisern wurde das Caseinsol hineinpipettiert und dazu wachsende Mengen bis 5,: 
eines Alkohols und dest. Wasser zugegossen, vermischt und die Triibung erhalt 
beobachtet. Das Gesamtvolumen war in allen Fallen 12,5cem. Die Ve: Casein 
schiedenheiten der Triibungsintensitaét sind meistens sehr leicht und ein CH, 0 
deutig bestimmbar. Zwecks gréBere: 
| Genauigkeit wurde die Flockung _ in 
einigen Reihen aber auch mit Hilfe n 
59 abe Gages AGB ek Gs eines Zeissschen Stufenphotometer- 
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4 = 6,08 koaguliert hatte. Ein Beispiel der Koagulation durch n-Propyl- 
alkohol sieht man in Abb. 6. Das py war in diesem Falle 6,25. Die Zahlen 
an der Ordinate sind konventionelle Triibungszahlen (1 bis 2 = kaum wahr- 
nehmbare Triibung, 4 = schwach triib, 10 = sehr stark triib). Bei py 5,7 
bis 5,8, wo auch in Abwesenheit des Alkohols das Caseinsol sich stark triibt. 
erhalt man den in Abb. 3 sichtbaren Kurventyp. So koaguliert z. B. 0,2 °, 
Casein bei py = 5,76 durch Athylalkohol. Bei der Koagulation durch 
(H,O0H und NaCl konnte man die unregelmaBigen Reihen auch an der 
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sauren Seite vom isoelektrischen Punkt, z. B. bei py = 3,15, beobachten 
(Abb. 7). Die Konzentration des Natriumchlorids war 0,04 Mol im Liter 
des Gemisches. In diesem Falle sind zwei Maxima nur in der ersten Zeit- 
periode sichtbar; nach lingerem Stehen ist in den Reagensglasern, wo die 
Konzentration des Alkohols gro ist, iiberall starke Triibung zu sehen, und 
es bleibt nur das bei den kleinen Konzentrationen sichtbare Maximum iibrig. 

In weiteren Versuchen wurde nun gezeigt, daB die einheitliche, in 
60- bis 70° igem Alkohol lésliche Fraktion des Caseins bei verschiedenen py 
und anderen Bedingungen nur den einfachen Kurventyp (Abb. 1) zeigt. 
Die Fraktionierung wurde nach der Vorschrift von 7’. Svedberg, L. M. 
Carpenter und D. C. Carpenter’ ausgefiihrt. 15 g Casein ,.nach Hammarsten‘ 
wurden | Stunde mit 2 Liter n/1000 70 °\iger alkoholischer Salzsiure bei 40° 
auf dem Wasserbad erwarmt, abgenutscht und dieselhe Operation nochmals 
wiederholt. Die vereinigten Filtrate wurden mit n/10 NaOH fast neutrali- 
siert, und der ausgeschiedene Niederschlag abgenutscht, mit Alkohol und 
Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. Ausbeute 4,5 g. 

Die Ergebnisse der Reihenversuche sind in den beifolgenden Abb. 8, 9 
und 10 sichtbar. Die in Abb. 8 dargestellten Resultate sind mit nicht 
dialysierter Lésung des einheitlichen Caseins (K,) bei py = 5,97 erhalten. 
In Abb. 9 sind die Resultate der Koagulation einer dialysierten 0,2 °,igen 
Lésung von A, durch Athylalkohol bei py = 6,05 graphisch dargestellt. 
Abb. 10 zeigt die Koagulation einer sehr lange dialysierten Lésung von A, 


1 J. Amer. Chem. Soc. 52, 241, 1930. 
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durch n-Propylalkohol bei pq = 6,28. In allen Fallen sehen wir Kurve 
mit nur einem Maximum, oder einem Maximum und einem Minimun 
Dasselbe wurde auch mit Methyl- und [sopropylalkohol und unter ve: 
schiedenen anderen Bedingungen beobachtet (siehe auch die tolgende A} 


handlung). Das Auftreten eines neuen Maximums wurde auch nach 2 bis 


3 Tagen nicht testgestellt. 
Ein Beispiel, wo ein zusammengesetztes Protein Kurven mit zw: 
Minima gibt. haben wir beim EF. Merckschen Hamoglobin, das aus Ox, 
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und Methimoglobin besteht. In Abb. 11 sind die Ergebnisse der Flockung 
durch n-Propylalkohol bei py 7,04 (nicht dialvsierte Lésung), in Abb. | 
bei Py 6,87 (dialysierte Lésung) angefiihrt. Die Konzentration des 
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sind im Falle des Athyl- oder Methylalkohols aber weniger scharf a!» 
bei n C,;H,OH. 

Als ein wenig bekanntes Objekt kann ein Abbauprodukt des Casein- 
angefiihrt werden. Es wurde durch Lésen von 8 g Casein bei 130° in Glycerin 
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hergestellt. Nach dreistiindiger Erwarmung bei 130 bis 150° wurde die 
Losung bis zu 80 bis 100° abgekiihlt und in | Liter Alkohol eingegossen. 
Der Niederschlag wurde in Eisessig gelést, die Lésung durch Glaswolle 
filtriert und mit Ather ausgefallt, abgenutscht, mit Ather griindlich ge- 
waschen und im Vakuumexsikkator iiber Natronkalk getrocknet. 

Zwei Maxima wurden bei diesem Stoff, ebenso wie bei dem Casein, 
nur bei bestimmtem pq festgestellt. In Abb. 14 sieht man die Koagulation 
des Abbauproduktes bei py 5,038 
durch n-Propylalkohol. Die Triitbungen 700 
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wurden mit dem Stufenphotometer 2 Stunden nach der Zusammensetzung 
der Lésungen verglichen; als Bezugsl6sung wurde in diesem Falle dest. 
Wasser genommen. Die zweite Kurve wurde von demselben K6rper unter 
den gleichen Bedingungen erhalten und zeigt die Reproduzierbarkeit des 
Vorganges. Die Einheitlichkeit der durch Erwarmung mit Glycerin er 
haltenen Abbauprodukte ist noch fraglich. Die durch Abbau mit Resorcin 
gewonnenen Stoffe' bestehen sicher aus mehreren Komponenten, und bei 
der Koagulation dieser Koérper erhalt man oft Kurven, die von dem in 
Abb. 1 sichtbaren Kurventyp stark abweichen. In Abb. 13 ist ein Fall 
der Koagulation des Resorecinproduktes mit n-Propylalkohol bei py = 3.11 
zu sehen. 
Besprechung der Resultate. 


Die Diskontinuitaten in den Flockungskurven wurden schon in 
einigen friiheren Arbeiten besprochen?. Die Bestandigkeit eines Proteins 
in der Lésung ist hauptsaéchlich von der Hydratation bedingt. Da nun 
Alkohol als ein Dehydratationsmittel bekannt ist, so ist seine aus- 
flockende Wirkung leicht verstandlich. Schwierigkeiten entstehen nur 
bei der Deutung der peptisierenden und_ stabilisierenden Wirkung. 
Das Merkwiirdige ist das Ab/allen der Flockungskurve und die Existenz 
der Minima. Der Vorgang wurde durch Annahme labiler Alkohol- 
Wasserkomplexe zu erkliren versucht. Die Komplexe oder Alkohol- 
hydrate kénnen wegen ihrer Polaritaét die Proteinteilchen solvatisieren, 
wobei die Koagulation gehemmt wiirde. Diese SchluBfolgerung wurde 


! 4. Fodoru. S. Kuk, diese Zeitschr. 245, 350, 1932. ’ Br. Jirgensons, 
Kolloidzeitschr. 61, 41, 1932; 63. 78, 1933. 
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bestatigt durch die Messungen der Viskositét und anderer Beziehungen 
die zwischen den Dielektrizitatskonstanten der Alkohole und ihren 
kolloidchemischen Wirkungen bestehen. Das Abfallen der Flockungs- 
kurve kommt bei 12 bis 35 Vol.-°% der organischen Fliissigkeit zustande 
Das Maximum, oder der Anfang des Abfallens liegt fiir jeden Alkoho!| 
bei verschiedener Konzentration. Diese maximal flockenden Kon- 
zentrationen sind vom pu der Lésung abhangig, z. B. schwankte bei 
der Koagulation des Eieralbumins durch n-Propylalkohol bei pu 4.4 
bis 6,9 die Lage des Maximums zwischen 1,6 bis 2,6 Mol im Liter ode: 
12 pis 20 Vol.-°, des Alkohols. Bei den nicht einheitlichen Proteinen 
ist nun ein zweites Abfallen der Flockungskurve bei kleinen Kon 
zentrationen des Alkohols (2 bis 8 Vol.-°,) zu sehen. DaB die von den 
beiden Komponenten hervorgerufenen Vorgaénge sich unabhangig von 
einander abspielen, ist kaum anzunehmen: bei den reinen Fraktionen 
des Caseins wurden niemals Maxima bei 2 bis 8 Vol.-°; des Alkohols 
beobachtet. Wir miissen also schlieBen, daB8 bei der Ausbildung der 
Diskontinuitét immer beide, bzw. alle Anteile des gemischten Proteins 
zusammenwirken. 

Bei der Durchsicht der Flockungskurven gemischter Proteine fiallt 
es auf, daB in allen Beispielen die Koagulation in Gegenwart von kleinen 
Konzentrationen des Alkohols ganz anders als bei groBen verlauft. 
Die Ausbildung des neuen Minimums scheint ein besonderer Vorgang 
zu sein, der von dem in der ersten Zeitperiode nach der Zusammen- 
setzung der Loésungen beobachteten Vorgange unabhangig ist. In der 
ersten Zeitperiode sind die Reihen, die bei einfachen und gemischten 
Proteinen zu beobachten sind, die gleichen!: bei 10 bis 30 Vol.-% des 
Alkohols sind die Gemische stark triibe, bei 30 bis 70 Vol.-°, mehr oder 
weniger klar. Beobachtet man nun die Reihen der gemischten Proteine 
weiter, so ist die starke Zunahme der Triibung bei kleinen Konzentra- 
tionen des Alkohols sehr auffallend. Bei diesen Konzentrationen des 
Alkohols treten anscheinend einige Veranderungen im System auf, dic 
eine starke Abnahme der Bestandigkeit zur Folge haben. 

Ein charakteristisches Merkmal der gemischten Proteine ist also 
der groBe Unterschied in der Anderung der Flockungsgeschwindigkeit 
mit der Zeit bei verschiedenen Konzentrationen des Alkohols. Die 
Zunahme der Flockungsgeschwindigkeit ist bei kleinen Konzentrationen 
des Alkohols (2 bis 8 Vol.-°,) viel gréBer als bei groBen. Die Folge dieser 
Unterschiede ist die Bildung eines neuen Minimums (und Maximums). 

Warum sind nun im Falle eines gemischten Proteins die Geschwin- 
digkeitsunterschiede gréBer als bei einem einfachen?  Besteht ein 
Protein aus zwei verschiedenen Bestandteilen, so kann es auch ein 


1 In Gegenwart von Salz wurden zwei Minima auch in der ersten Zeit - 
periode (5 bis 10 Minuten nach Zusammensetzung) beobachtet (Abb. 7). 
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uneinheitliches, komplexes Sol geben. Ein solches System kann hin- 
sichtlich der Stabilitaét entweder bestandiger oder unbestandiger sein 
als ein einfaches, wo nur die eine Komponente gelést ist. Die Gegenwart 
des Alkohols kann die Stabilitat des Systems stark beeinflussen, wobei 
die Veranderungen der Stabilitét hier viel leichter zustande kommen 
kénnen als in einem einheitlichen Sol. Durch das Zusammenwirken 
der Komponenten kénnen in einem komplexen Sol verschiedene neue 
Vorgaénge entstehen, die in einem einfachen Sol unméglich sind. 

Man mu bemerken, da®B verschiedenartig gekriimmte Kurven auch 
bei anderen Vorgangen in gemischten Lésungsmitteln erhalten worden sind. 
Bobtelsky* fand, daB die Reduktion der Chromsaéure durch Alkohol, in 
Wasser —Alkohol-Gemischen bei bestimmten Konzentrationen des Alkohols 
eine maximale, und bei anderen wieder minimale Geschwindigkeit hat. 
Das Maximum wurde bei 20 bis 25 Vol.-°,,, das Minimum aber bei 50 bis 
60 Vol.-°,, beobachtet. WV. Prasad? hat gefunden, daB die Reaktion zwischen 
NagS,0O, und Methyl- oder Athyljodid in Wasser—Alkohol-Gemischen ein 
Maximum der Geschwindigkeit bei 40 Vol.-°,, des C, H,O H und bei 20 Vol.-°,, 
des Propylalkohois hat. Noch kompliziertere Kurven mit mehreren Maxima 
oder Minima erhielten W. MM. Fischer® fiir die Léslichkeit der Salze der 
Nitrophenole in Wasser—Alkohol-Gemischen, und A. Ganguli*, der die 
Geschwindigkeit der Zuckerinversion durch HCl] in Gemiscthen von Wasser 
mit einigen organischen Flissigkeiten maf. Einwandfreie und ausfiihrliche 
Erklarungen der beobachteten Vorginge aber konnte keiner der genannten 
Forscher geben. Meistens wurde auf Hydratbildung (Prasad), dielektrische 
Verhaltnisse und Viskositaét (Ganguli, Bobtelsky), oder Anderungen der 
Struktur des untersuchten Stoffes (W.M. Fischer) hingewiesen. 


Zusammenfassung. 

Es wurde eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Koagulation 
verschiedener Proteine durch variierende Konzentrationen eines 
Alkohols gegeben. Tragt man auf der Abszisse die Konzentration des 
Alkohols, auf der Ordinate den Flockungsgrad ab, so erhalt man 
Flockungskurven, die sich in zwei Haupttypen einteilen lassen. Zum 
ersten Haupttyp gehéren Kurven mit einem Maximum und einem 
Minimum, zum zweiten die Kurven, die mehrere Maxima oder Minima 
aufweisen. Es wurde gezeigt, daB die Flockungskurven des zweiten 
Haupttyps nur von den nicht einheitlichen Proteinen, wie Casein, 
Oxy- + Methimoglobin, Gelatine und Abbauprodukte des Caseins 
erhalten werden. LEinheitliche Proteine, wie Eieralbumin und die in 
60- bis 70°%igem Alkohol lésliche Fraktion des Caseins geben unter 
verschiedenen Bedingungen nur den ersten Kurventyp. 

 M. Bobdtelsky u. Ch. Radovensky-Cholatnikow, Zeitschr. f. anorg. Chem. 
199, 241, 1931. — * M. Prasad, J. Indian chem. Soc. 4, 127, 1930 (Chem. 
Centralbl. 1930, IT, 1187). — * W. M. Fischer, J. Russ. Phys.-chem. Ges. 
(russisch) 46, 1250, 1914. — 4 A. Ganguli u. A. B. Malkani, J. of Phys. 
Chem. 35, 2364, 1931. 





Untersuchungen iiber die Fraktionen des Caseins. 
Von 
Br. Jirgensons. 
(Aus dem Chemischen Institut der Lettlandischen Universitat, Riga. 
(Eingegangen am 19, Dezember 19335.) 


Mit 11 Abbildungen. 


kK. Linderstrém-Lang' zeigte, daB Casein kein einheitliches Protein 
ist, sondern aus mehreren Fraktionen besteht. Man kann zwei Haupt 
fraktionen unterscheiden: 1. die in 60- bis 70° ,igem Alkohol lésliche. 
phosphorarme Fraktion A, und 2. der alkoholunlésliche, phosphorreich: 
Bestandteil Ay. 7’. Svedberg, L. M. Carpenter und D.C. Carpenter? 
haben gezeigt, daB die erste Fraktion aus einem einheitlichen Casein 
vom Mol.-Gew. 375000 besteht. Im Zusammenhang mit den friiheren 
Untersuchungen tiber die Koagulation des Caseins durch variierende 
Konzentrationen eines Alkohols wurden nun in dieser Weise auch dir 
Fraktionen des Caseins untersucht. In der vorangehenden Arbeit 
wurde schon gezeigt, da das natiirliche Casein unter bestimmten 
Bedingungen verwickelte Flockungskurven gibt, die alkoholléslich: 
Fraktion A, aber viel einfachere. In dieser Mitteilung wird nun ibe: 
die Koagulation der beiden Hauptfraktionen A, und A, berichtet und 
das Verhalten derselben verglichen. Die Versuche, besonders — dic 
Koagulation durch Alkohol und Salz, zeigten, daB in dieser Hinsicht 
zwischen den Fraktionen sehr auffallende, charakteristische Unte: 
schiede bestehen. Auf Grund dieser Versuche wurden auch einigs 


Neuerungen bei der Fraktionierung vorgeschlagen. 


Ergebnisse. 


Die Fraktionierung wurde nach der Vorschrift von 7’. Svedberg (loc. 8.2 
und die vorangehende Arbeit) ausgefiihrt. Auch AK, wurde mit Alkohol und 
Ather mehrmals gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. — In 
verschiedenen Praparaten des K, wurde von 0,299 bis 0,640 °, P, in denen vo1 
K, aber von 0,675 bis 0,970 °, P gefunden (die Bestimmungsweise s. weiter) 

Die Flockungsversuche wurden nun in der iiblichen Weise ausgefiihrt. 
Das Casein wurde vorher in n/10 NaOH gelést, verdiinnt und durch ein 
Kollodiummembran gegen dest. Wasser dialysiert. Schon bei der Dialyse 


! K. Linderstrém-Lang, S. Kodama, C. r. d. trav. d. Laborat. Carlsberg 
16, 1, 1925; K. Lindertsrém-Lang, ebenda 16, 47, 1925; 17, 1, 1929; vgl. auc! 
E. Cherbuliez u. Schneider, Helv. chim. Acta 15, 597, 1932; 16, 600, 1933. 
> aS ] 


2 7. Svedberg, L. M. Carpenter u. D.C. Carpenter, J. Amer. Chem. Soe. 52, 
241, 1930. 
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verhielten sich die beiden Fraktionen recht verschieden: die LoOsung des 
K, begann sich nach einigen Stunden zu triiben, die Loésung des A, abet 
blieb auch nach 20 bis 40 Stunden fast ganz klar. Daraus mu man schlieBen, 
daB K, in wisseriger Lésung viel bestandiger als K, ist. und daB die Be- 
standigkeit des A, von einer gewissen Konzentration der Elektrolyte be- 
dingt ist. Ein Unterschied zwischen den beiden Fraktionen besteht auch 
hinsichtlich der py-Grenzen. zwischen welchen das Protein in der Lésung 
nicht bestandig ist. Bei AK. sind diese Grenzen zwischen py = 3.5 bis 5.8, 
bei A, aber zwischen py 3.0 und 5,2. Das Maximum der Instabilitat 
liegt im Falle des A, bei py 4,65, im Falle des Kg aber bei py 4,1. 
(Die py-Bestimmungen wurden mit Hilfe einer Wasserstoffelektrode ge 
macht.) Die sauren Lésungen der Caseine wurden durch Lésen des Caseins 
inn/10 NaOH, Ansauren mit n/10 HCl (bis der ausgefallene Niederschlag 
sich wieder auflést) und darauffolgende Dialyse hergestellt. Die Konzen 
tration der Caseinl6sungen war etwa 0,2 ° 


Der Unterschied der beiden Hauptfraktionen des Caseins bei det 
Koagulation durch Methyl-, Athyl- und n-Propylalkohol ist beim Vergleich 
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der Abb. 1 und 2 sichtbar. In Abb. | sieht man die Koagulation des K 
bei Pu 6,48, in Abb. 2 die Flockung des K, bei py 5.37; bei diesen py 
sind die Lésungen der beiden Fraktionen in Wasser annahernd gleich triibe 
und deshalb besser vergleichbar. Bei gleichem py sind die Versuche wegen 
der sehr groBen Unterschiede im Dispersitatsgrade und in der Bestandigkeit 
nicht ausfiihrbar: bei py 6.4 z. B. koaguliert A, mit Alkohol tiberhaupt 
nicht, bei px 5,37 ist A, seinerseits ganz unbestandig und bei diesem py 
sind die Versuche mit A, nicht ausfiihrbar. 


Die Floekungskurven in den Abb. | und 2 sind nach den Beobachtungen, 
die 20 Stunden nach dem Mischen gemacht wurden, gezeichnet. Auf den 
Abszissen sind die Konzentrationen der Alkohole (Mole im Liter), aut den 
Ordinaten die Flockungszahlen (2 sehr schwach triibe, 4 = schwach 
triibe, 6 triibe, 8 stark triibe usw.) aufgetragen. Vergleicht man nun 
die Kurven, so sind folgende Unterschiede leicht sichtbar: die Kurven des 
K, haben mehr oder weniger scharfe Maxima, de des A, dagegen nicht. 
Besonders deutlich sind die Unterschiede bei Propylalkohol: im Falle des 
K, hat die Kurve ein scharfes Maximum bei 3 Mol/Liter oder 24 Vol.-° 
und eine groBe Nichtflockungszone, die zwischen 4 bis 8 Mol, Liter oder 
32 bis 64 Vol.-°,, liegt. Die entsprechende Kurve des A, dagegen hat keine 
scharfen Wendungen. In den Kurven des Ag ist auch die Tendenz zur 
Bildung eines zweiten Maximums leicht bemerkbar. 
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In den Abb. 3 und 4 ist die Koagulation der Fraktionen jenseits de: 
Unbestandigkeitszone in saurer Lésung sichtbar. In Abb. 3 sieht man di 
Koagulation des K, bei py = 4,10, wobei die Punkte den Zustand 2 Stunden 
nach der Zusammensetzung der Gemische zeigen. K, wurde bei pq = 3,05 
koaguliert, und auch hier bedeuten die Punkte den Flockungsgrad 

2 Stunden nach dem _  Ver- 
10 mischen der Komponenten. 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Ky; bei PR = 4,10. Ky, bei pr = 3,05. 


Ein gewisses Interesse hat auch die Koagulation der Fraktion kK, 
durch variierende Konzentrationen eines Alkohols bei verschiedenen py. 
Da Propylalkohol sehr charakteristisch wirkt, so sollen die Resultate, die 
mit diesem Alkohol erhalten worden sind, hier mitgeteilt werden. (Abb. 5: 
Beobachtungen 24 Stunden nach Anfang 
der Koagulation.) Bei py = 5,80° sieht 
man kein Maximum. Bei px 5,92 
ist ein Maximum bei 3,5 Mol/Liter ode: 
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Abb. 5. Abb. 6. 
hy durch Cz3H;OH bei ver- Ky; durch CH,OH and C,H,OH: py = 7,04. 
schiedenem py. 


27 Vol.-°,, sichtbar, dann folgt eine groBe Nichtflockungszone. Be: 
pu = 6,35 ist das Maximum etwas gegen die Ordinate verschoben. Das 
Abfallen des Kurvenastes beginnt hier schon bei ¢ = 3,0 Mol/Liter. Seln 
scharf und noch naher an die Ordinate ist das Maximum der bei py = 7.04 
gewonnenen Kurve. Die Nichtflockungszone liegt hier zwischen ¢ = 2.2 
bis c = 9,5, d. h. die Gemische, die 16 bis 72°, Alkohol enthalten, sind ganz 
klar. Bei pq 6,5 bis 7,0 ist auch bei der Koagulation des K, durch Athyl-und 
sogar Methylalkohol starke Peptisation bei 30 bis 70 Vol.-°,, zu beobachten 
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Abb. 6, Punkte 24 Stunden nach Zusammensetzung der Gemische.) 
Beim Vergleich der Abb. 1, 5 und 6 ist zu ersehen, daB die Maxima bei 
DH 6,48 naher nebeneinander liegen, als bei py 7,04. Die Geraden, 
die den Zusammenhang zwischen maximal flockenden Konzentrationen 
Cmax) und den Dielektrizitatskonstanten (e) der Alkohole graphisch dar- 
stellen, haben im Koordinatensystem die in Abb. 7 wiedergegebene Lage. 

Vergleicht man nun die 
iit AK, erhaltenen Ergebnisse 
mit denen von K,, so sind 
folgende Tatsachen _ leicht 
sichtbar. Die Alkohole wirken 
auf K, bei 30 bis 70 Vol.-°, 
viel starker peptisierend als 
auf Kg. Die Peptisierungszone 
des K, ist um so breiter, je 
weiter vom __ isoelektrischen 
Punkte das Sol koaguliert wird. 











Bemerkenswert sind die 
Resultate, die man bei der Abb. 7. 
Flockung der  Fraktionen 
durch Alkohol und Salz erhalten kann. Abb.8 zeigt die Koagu- 
lation des Kg, durch n-Propylalkohol und NaCl, bei pu = 5,80, 
Abb. 9 die Koagulation des K, bei px = 5,15 durch dieselben Agenzien 
(Beobachtungen 3 Stunden nach Zusammensetzung der Gemische). 
Der Unterschied, der zwischen den beiden Fraktionen in dieser Beziehung 
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AK, durch K, dureh 
CH, CH,CH,OH + NaCl: CH,CH,CH,OH+ Nal: 
Pu = 5.80. Pu= 5,15. 


besteht, ist geradezu tiberraschend. Die in 60- bis 70°,igem Alkohol 
lésliche Fraktion A, wird durch NaCl + Alkohol nur in Gegenwart 
von kleinen Konzentrationen (0 bis 25°) des Alkohols koaguliert : 
bei gr6Beren Konzentrationen ist iiberall Peptisation zu beobachten, 





418 Br. Jirgensons: 


ganz unabhangig von der Konzentration des Salzes. Dieses Verhalte: 
des K, muB als sehr eigenartig bezeichnet werden. A, zeigt dagege: 
das tbliche, bei vielen anderen Proteinen schon friiher beobachtet: 
Bild!: kleine Konzentrationen des Salzes (0,003 bis 0,03 Mol im Lite: 
wirken sensibilisierend: im Falle groBer Konzentration des Salzes wirkt 
es bei groBer Konzentration des Alkohols aber stabilisierend (Peptisation 
Ahnlich sind die Verhaltnisse auch bei kleinem px. In Abb. 10 
sicht man die Koagulation des AK, durch n-Propylalkohol + NaCl bei 
pu — 3,58 (Punkte 20 Stunden nach Zusammensetzung). Auch hier 
ist bei allen Konzentrationen des Salzes im Gebiet kleiner Konzentration 
des Alkohols (bis zu 32 Vol.-°,,) Koagulation, bei 32 bis 70 Vol.-°, aber 
vollstandige Peptisation zu beobachten. Die Verhaltnisse beim A, 
sind dagegen ganz anders; in Abb. 11 sind die Flockungskurven (Punkte 
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Abb. 10. Abb. 11. 


kK durch Ke, durch 
CH; CH, CH,OH + NaCl; CH, CH,CH2,OH + NaCl; 
Dy = 3,58. Py = 3,16. 
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20 Stunden nach Zusammensetzung der Gemische) des A, durch 
n-Propylalkohol und NaCl bei px = 3,16 gezeichnet. Man sieht, dal 
kleine Konzentrationen des Salzes den Verlauf der Kurve wenig ver- 
andern; bei 0,032 Mol im Liter NaCl ist aber in allen Reagensglasern 
der Reihe vollstandige Koagulation zu sehen, und nur bei sehr groBen 
Salzkonzentrationen (0,32 Mol im Liter) tritt eine schwache Stabilisation 
wieder auf. Das Verhalten des K, bei kleinem px unterscheidet sich 
von dem in Abb. 9 dargestellten Fall nur dadurch, daB bei klemem py 
das Salz auch in Abwesenheit des Alkohols und in kleinen Konzentra- 


! Br. Jirgensons, Kolloidzeitschr. 46, 114, 1928; 47, 236, 1929; 68, 
78, 1933: diese Zeitschr. 240, 218, 1931. 
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tionen derselben stark ausflockend wirkt, bei pu — 5,15 dagegen ist 
die Wirkung des Salzes unter diesen Bedingungen viel schwacher. 

Die Flockungsversuche durch Alkohol und Salz sind in mehrfacher 
Hinsicht bemerkenswert. Besonders beim Vergleich der Abb. 8 und 9 
sicht man, daB bei der Koagulation durch Propylalkohol und NaC! 
0.0032 bis 0.032 Mol im Liter zwischen A, und Ky ein Gegensatz besteht. 
Bei diesen Konzentrationen des Salzes wird A, in Gegenwart von 
kleinen Konzentrationen (bis zu 16 Vol.-°,) des Alkohols koaguliert ; 
bei 16 bis 32 Vol.-°,, des Alkohols ist eine unvollstandige Koagulation 
sichtbar, und bei 32 bis 70 Vol.-°;, sind die Gemische auch nach mehreren 
Tagen fast vollstandig klar. Das Gegenteil ist in Abb. 9 sichtbar: 
bei kleinen Konzentrationen des Alkohols ist die Koagulation unvoll- 
stindig, bei groBen dagegen (im Falle 0,032 Mol im Liter NaCl) ist 
vollstandige Ausflockung zu beobachten. Dieses gegensitzliche Ver- 
halten kann erstens fiir die Fraktionierung des natiirlichen Caseins 
verwertet werden. Man kann erwarten, daB in Gegenwart von 0,03 Mol 
NaCl im Liter die Léslichkeit des AK, in 50- bis 70° igem Alkohol be- 
giinstigt, die Léslichkeit des A, aber gehemmt wird. Das ist auch 
tatsachlich der Fall. Die Fraktionierung durch 60 Vol.-°,, Propyl- 
alkohol (ohne NaCl) geht kaum rascher vonstatten als durch Athyl- 
alkohol. In Gegenwart von 0,03 Mol im Liter NaCl kann aber die 
Fraktionierung schon durch einmalige Extraktion ausgefiihrt werden. 
In der Tabelle I sind die Resultate der Fraktionierung kurz zusammen- 
gestellt. 

Tabelle 1. 
Fraktionierung des ..Caseins nach Hammarsten” durch n Lovo 
60 vol.-°,,ige alkoholische HCl. 
10 g Casein wurden | Stunde mit | Liter des Lésungsgemisches bei 40 bis 50° 
erwarmt. 





K, aus K, aus K, zu- Phosphorgehalt 
I. Extraktion Il. Extraktion sammen der K;* 
g g 019 15P 


(,H,O0H ohneNaCl ..... ; 2 0,299 
(CHs)g CHOH ohne NaCl (K’) : ; 28 0,491 
CH;CH,CH,OH ohne NaCl . ‘ 
CHgCH,CH,OH mit NaCl . . 

0,03 Mol/Liter NaCl(Kg") . . . 3. 5 0,612 


* Vgl. dazu Tabelle Il unten. 


Weitere Versuche zeigten, da das Ansdiuern bei der Fraktionierung 
durch Propylalkohol unnétig ist. Diese Versuche wurden nun in der 
folgenden Weise ausgefiihrt. 


10g ,,Casein nach Hammarsten*’ wurden mit 600cem 50°,igem 
n-Propylalkohol, der 0,03 Mol im Liter NaCl enthalt, tibergossen, und das 
Gemisch unter 6fterem Umriihren | Stunde bei 40 bis 50° auf dem Wasser- 
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bad erwarmt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat mit 
Wasser bis zu einem Volumen von 2 Litern verdiinnt. Das Verdiinnen mui 
langsam und unter stetigem Umriihren vorgenommen werden, da sonst de: 
Niederschlag sehr schwer filtrierbar ist. Beim Verdiinnen mit Wasser wird 
die Konzentration des Propylalkohols erniedrigt. und bei der Erreichung 
von etwa 20 bis 30 Vol.-°,. beginnt A, rasch auszufallen. Es ist vorteilhatt, 
noch einige Kubikzentimeter 2n NaCl hinzuzusetzen, um das Ausfalle) 
des Niederschlags zu beschleunigen. Jetzt laBt man das Gemisch 1 bis 2 Tage 
stehen, bis die Flocken sich vollstandig abgesetzt haben, und hebert dic 
nur noch etwas triibe Fliissigkeit ab. Der Niederschlag (K,) wird unte: 
nicht zu hohem Druck abgenutscht, mit Alkohol und Ather gewaschen und 
im Vakuumexsikkator getrocknet. Bei der ersten Behandlung in diese: 
Weise wurden von 10g Casein 3,2 g A, erhalten, beim zweiten aber nur 0,4 g. 
Das Praparat (A,) enthielt 0,444°, P. 


Die Bestimmung des Phosphors. 


Die Bestimmung des Phosphors in den Caseinen geschah in den Haupt 
ziigen nach E. Cherbuliez und Meyer!. Die Methode wurde aber etwas 
modifiziert und vereinfacht. Es wurde in der folgenden Weise gearbeitet 
1,00 bis 1,50 g des Caseins wurden in einen 100 ccm fassenden Kyeldah| 
Kolben gebracht, etwa 1 bis 2 g NaNO, zugefiigt und mit 30 ecm rauchende: 
Salpetersiure iibergossen; die Offnung wurde mit einem kleinen Trichte: 
bedeckt und das Gemisch auf einem Sandbad 6 bis 8 Stunden gekocht 
Nach dieser Zeit ist der gr6Bte Teil der Saéure verdampft. Nun setzt man 
noch 10cem rauchender Salpetersiure zu, nimmt den Trichter ab und 
verdamptt fast zur Trockne. Der weiBe Riickstand wird in dest. Wasse1 
gelést und in ein Becherglas iibergefiihrt. Man scheidet die Phosphorsaure 
nach der Vorschrift von Woy durch doppelte Fallung mit Ammonium 
molybdat ab und filtriert. Der Niederschlag wurde in 2,5°, Ammoniak 
gelést, mit Salzsiure schwach angesiduert, die Phosphorséure nach Schinitz 
als MgNH,PO,.6 H,O ausgefallt und als Mg,P,0, gewogen. In de 
Tabelle II sind einige von den in dieser Weise erhaltenen Resultaten angefiihrt 


Tabelle II. 





0.0211 g Mg,P,0,;,, 0,511°, P 
0,0176g¢ Mg.P,0,; 0,471°, PJ 
0,0390 g Mg.P,0,, 0,856°, P | 
0,0385 ¢ Mg.P,0,, 0,858°, P | 
0,0094 g Mg.P,0,, 0,489°, P 
0,0092 g Mg,P,0;, 0,400°, P 
0,0237 g Mg.P,0,;, 0,628°, P 
0.0233 ¢ MgyP,0;, 0,596%, P 


115 
1,04 


wn 


Mittelwert 0,491 °,, P 


> 


>~ 
‘ 
4 


gz 
5 g 
0,535 g 
0,640 g 


Mittelwert 0,.857°,, P 


ahaa 


Mittelwert 0,4445°,, P 


: aluvar 2790 » 
1,09 g | Mittelwert 0,612 °, J 


igh! 


Zusammenfassung. 


Casein ,,nach Hammarsten‘* wurde fraktioniert und die Koagulation 
dei beiden Hauptfraktionen durch variierende Konzentrationen des 
Methyl-, Athyl- und n-Propylalkohols untersucht. Die Reihenversuche 


' EB. Cherbuliez u. Meyer, Helv. chim. Acta 16, 613, 1933. 
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wurden mit dialysierten Lésungen bei bestimmtem px ausgefiihrt. 
is wurde gefunden, daB die in 60- bis 70°%igem Alkohol  lésliche, 
phosphorarme Fraktion A, die typischen Flockungskurven eines ein- 
heitlichen Proteins mit einem Maximum und einem Minimum gibt: 
die phosphorreiche Fraktion A, dagegen gibt flache Kurven, in denen 
scharfe Maxima nur selten zu beobachten sind; in einigen Fallen ist 
eine Tendenz zur Bildung eines zweiten Maximums sichtbar. Bei der 
Koagulation des A, durch verschiedene Alkohole sind scharfe Dis- 
kontinuitaten in den Reihen des n-Propylalkohols sichtbar. Am starksten 
ist die Koagulation bei 2,0 bis 3,2 Mol im Liter oder 15 bis 25 Vol.-°% 
des Alkohols. Dann fallt die Flockungskurve sehr steil ab, und bei 
30 bis 70 Vol.-°,, des Propylalkohols ist keine Koagulation zu beob- 
achten. Bei pu = 6,48 liegen die Flockungsmaxima verschiedener 
Alkohole naher nebeneinander als bei pu — 7,04. Bei der Koagulation 
des AK, und K, durch variierende Konzentrationen des n-Propylalkohols 
und konstante Konzentrationen des Natriumchlorids wurde ein 
scharfer Gegensatz zwischen den beiden Fraktionen festgestellt. Kg 
koaguliert im Gebiet kleiner Konzentration des Alkohols; bei etwa 
30 Vol.-°, des Alkohols beginnt eine groBe Stabilisationszone, die 
zwischen 30 bis 70 Vol.-°, liegt. A, dagegen koaguliert am vollstandigsten 
bei groBen Konzentrationen des Alkohols, insbesondere dann, wenn 
man mit mittleren Konzentrationen des NaCl (0,03 Mol im Liter) 
arbeitet. Auf Grund dieser Versuche wurde gezeigt, daB die Fraktio- 
nierung besonders leicht durch 50- bis 60° igen Propylalkohol und 
0,03 NaCl Mol im Liter ausgefiihrt werden kann. 
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Untersuchungen iiber 
den Chemismus der mitogenetischen Strahlung. 


IV. Mitteilung: 
Uber die Spezifitit der mitogenetischen Spektra von Oxydationsreaktionen 
und tiber die atomphysikalischen Grundlagen der mitogenetischen Strahlung. 


Von 
A. E. Braunstein und Anastasie Potozky. 


(Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats fii 
Gesundheitswesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1953.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 

Eine Reihe von Arbeiten aus dem Laboratorium von A. Gurwitsch 
haben erwiesen, da die verschiedene spektrale Zusammensetzung de: 
mitogenetischen Strahlung bei verschiedenen enzymatischen Reaktionen 
es erméglicht, aus dem Auftreten bestimmter Gruppen von Spektral- 
banden im Totalspektrum der mitogenetischen Strahlung von biologi- 
schen Objekten auf das Vorliegen dieser oder jener chemischen Um- 
setzungen in dem Strahlungssender riickzuschlieBen. 


Es sind dies die ersten Ansiatze zu einer neuartigen ,,biologischey 
Emissionsspektralanalyse** biochemischer Vorgange. Auf diesem Wege 
gelangte die Gurwitschsche Schule bereits zu interessanten Befunden, z. B. 
iiber die chemischen Ablaufe bei den verschiedenen Erregungsformen des 
markhaltigen Nerven. Es bedarf wohl keiner weiteren Ausfiihrungen, um 
die auBerordentliche grundsa&tzliche Wichtigkeit einer solchen Methode zu 
begriinden, die es erméglichen kénnte, tiber die chemischen Vorgénge i: 
lebenden Zellen AufschluB8 zu gewinnen, ohne diese erst abtéten zu miissen, 
um auf dem Wege der chemischen Analyse zu einem verzerrten Bild von 
dem biochemischen Zellgeschehen zu gelangen. Die Methode birgt in 
Prinzip die Méglichkeit in sich, analytisch nicht faBbare Zwischenstufen 
biochemischer Prozesse zu erkennen und die gleichfalls durch chemische 
Analysen schwer zu ergriindende zeitliche Verkniipfung der Stoffwechse'!- 
reaktionen aufzuklaéren. Die zunehmende Mannigtaltigkeit der als mito 
genetische Strahlungsquellen erkannten enzymatischen Reaktionen mit 
charakteristischen Emissionsspektren stellt fiir die neue Methode einen 
ziemlich weiten Anwendungsbereich in Aussicht. Auch fiir die rein chemischie 
Untersuchung nicht biologischer Reaktionen in organischen und anorgani 
schen Systemen diirfte die mitogenetische Spektralanalyse sich in gewissen 
Fallen niitzlich erweisen. 


Die bisherigen mitogenetischen Spektraluntersuchungen  fuBen 
indessen auf der rein empirischen Grundlage der Identifizierung einzelner 
Bandengruppen in den Spektren der zu untersuchenden Strahlungs- 
sender mit den Spektralbanden verschiedener enzymatischer Reaktionen 
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in einfacheren (aber in der Regel bei weitem nicht eindeutigen) Modell- 
systemen. 

Dieses empirische Vorgehen birgt jedoch die Gefahr  schwer- 
wiegender Trugschliisse in sich, imsofern der Spezifitatsbereich der 
einzelnen Spektra und die fiir eine eventuelle Gruppenspezifitat maB- 
gebenden chemischen Merkmale der reagierenden Substanzen noch 
ginzlich unbekannt sind. So wissen wir z. B. bisher nicht, ob die ,,pro- 
teolytischen*‘ Spektra von Gurwitsch nicht etwa im allgemeineren Sinne 
Spektra hydrolvtischer Amidspaltung sind; das in der Monographie 
von Gurwitsch beschriebene ,,Oxydationsspektrum” ist kein universelles 
und einheitliches: wie unsere Versuche (1, 2) gezeigt haben, liefern die 
verschiedenen Oxydoreduktionen spezifische, nicht identische Spektra. 
Andererseits ist damit zu rechnen, da gewisse Anteile der als Vergleichs- 
standard benutzten Spektra enzymatischer (und tiberhaupt biochemi- 
scher) Modellsysteme auf irrelevante ,,verunreinigende’’ Reaktionen 
zuriickgehen kénnen. 

Vorbedingung fiir eine auf rationeller Grundlage beruhende 
Emissionsspektralanalyse biochemischer Vorgiange ist ein systematisches 
planmaBiges Studium der fiir die spektrale Spezifitat der Strahlung 
innerhalb eines jeden Reaktionstypus ausschlaggebenden Momente, 
selbstverstandlich zunachst in denkbar einfachsten Systemen. Ein 
solches Studium ist zugleich der einzige zur Zeit gangbare Weg, uns zu 


hypothetischen Vorstellungen zu verhelfen iiber die Natur der gegen- 
wartig noch ganzlich unerforschten atomphysikalischen Elementar- 
prozesse, die der mitogenetischen Strahlung zugrunde liegen. Nur die 
genaue Kenntnis dieser Elementarprozesse, die allerdings erst mit der 
Ausbildung quantitativer MeBmethoden fiir die Intensitat der mito- 
genetischen Strahlung zu erreichen ist, wird seinerzeit den Weg zu 
einer theoretisch begriindeten Systematik der mitogenetischen Spektra 


eroffnen. 

In der vorliegenden Arbeit soll versucht werden, einen Einblick 
in die Grundlagen der spektralen Spezifitat sowie in die atomphysikali- 
schen Elementarvorginge bei einem der wichtigsten Typen mito- 
genetisch strahlender Prozesse zu gewinnen, namlich bei den Oxydations- 
teduktionsprozessen. 

In der I. und II. Mitteilung dieser Reihe wurde gezeigt, daB auch 
in anorganischen Systemen die meisten Oxydoreduktionen mit einer 
kurzwelligen ultravioletten Chemolumineszenz von minimaler Intensitat 
einhergehen, die der mitogenetischen Strahlung von Guriwitsch gleich- 
gesetzt werden kann. Die Existenz dieser Strahlung ist auch mit Hilfe 
physikalischer Nachweismethoden  bestatigt worden [Frank und 
Rodionow (3), Gerlach (4)]. Bei den verschiedenen Oxydoreduktionen 
ist die spektrale Zusammensetzung verschieden. 

28 * 
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Insoweit der Zusammenhang mit der Zellteilung kein inharentes 
Attribut dieser Strahlung -ist, ziehen wir es vor, in den weiteren Aus 
fiihrungen die Bezeichnung ,,mitogenetische Strahlung*: nach Moglich 
keit zu vermeiden. Das Phinomen kann unserer Meinung nach sinn 
geméB als ,,ultraviolette Olygolumineszenz‘* bezeichnet werden. (Dic 
Gurwitsch-Strahlung biologischer Objekte kénnte dementsprechend 
biologische Olygolumineszenz benannt werden; fiir den Spezialfall, wo 
der Zusammenhang mit der Mitose hervorgehoben werden soll, kan 
die Bezeichnung mitogenetische Olygolumineszenz in Betracht.) 


I. Die spektrale Spezifitat 
der Strahlung bei Oxydations-Reduktionsvorgangen. 


EKinfache Oxydoreduktionen in anorganischen Systemen erscheinen 
fiir das Studium der spektralen Spezifitat und des ihr zugrundeliegenden 
atomphysikalischen Mechanismus der Olygolumineszenz — besonders 


geeignet. 

Bei jedem Oxydationsvorgang sind zwei Substanzen beteiligt, von 
denen die eine oxydiert, die andere auf Kosten der ersten reduziert wird. 
Es muB daher vor allem entschieden werden, ob die eine oder die andere 
Komponente eines Oxydoreduktionssystems —- das Oxydans oder das 
Reduktionsmittel — die spektrale Zusammensetzung der Strahlung ein 
deutig festlegt und demgemaB als alleiniges Substrat der Elementarprozesse 
der ultravioletten Emission betrachtet werden kann. Andererseits wire 
es mOéglich, daB beide Komponenten fiir die charakteristischen Wellenlangen 
der Olygolumineszenz eines bestimmten Oxydoreduktionssystems mab}- 
gebend sind, indem sich zwei Einzelspektra iiberlagern oder auch indem 
die Wellenlangen (Frequenzen) der emittierten Strahlen gewissen Energie- 
differenzen entsprechen, etwa in der Art wie die freie Energie einer Oxydo 
reduktion durch die Differenz zwischen der spezifischen positiven Energie 
des elementaren Reduktionsprozesses und der spezifischen negativen 
Energie des Elementaraktes der Oxydation bestimmt wird. 

Jede Oxydation ist bekanntlich letzten Endes der Abgabe von elemen- 
taren negativen elektrischen Ladungen — von Elektronen — gleichbedeutend, 
jede Reduktion der Aufnahme von Elektronen. Das der Reduktion unter- 
liegende Oxydationsmittel kann demgemaé® auch als Elektronenakzeptor 
bezeichnet werden, das dabei oxydierte Reduktionsmittel als Elektronen 
donator. Im einfachsten Falle — bei der Oxydation bzw. Reduktion von 
anorganischen Kationen und Metallatomen — besteht die Reaktion im 
direkten Ubergang von Valenzelektronen vom Donator zum Akzeptor. 
Der Ablauf ist in der Regel ein komplizierterer bei Anionenoxydationen, 
die haufig mit Umbau der Molekularstruktur einhergehen, noch kom 
plizierter bei Kérpern mit homéopolaren Bindungen, insbesondere bei 
organischen Substanzen. 

Wir untersuchten daher zunachst einfache Kationenoxydationen., 


die nach dem Schema 


A B 
2 A B 
+0 =f —© + 
Oxydationsmittel Reduktionsmittel Reduktionsprodukt Oxydationsproduk' 
(Elektronenakzeptor) (Elektronendonator) 
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ablaufen, um zu entscheiden, ob der Elektronendonator oder der 
Klektronenakzeptor oder beide fiir das Zustandekommen der Olygo- 
lumineszenz und fiir ihre spektrale Zusammensetzung ausschlaggebend 
sind. 

Zur Lésung dieser Frage standen zwei Wege offen: 

1. die raumliche Trennung der Oxydation und der Reduktion in 
elektrochemischen Systemen, wo die Elektronenaufnahme (Reduktion) 
an der Kathode, die Elektronenabgabe (Oxydation) an der Anode 
erfolgt ; 

2. das Substitutionsverfahren, d.h. der spektrale Vergleich der 
oxydativen Olygolumineszenz in Systemen mit verschiedenen Oxy- 
dantien bei gleichbleibendem Reduktionsmittel einerseits und mit ver- 
schiedenen ReduktionsmittelIn bei gleichbleibendem Oxydans_ an- 
dererseits. 

Es wurden beide Wege eingeschlagen mit dem folgenden Ergebnis: 

In elektrochemischen Systemen (in Konzentrations- und Redox- 
ketten, bei der Elektrolyse) ist stets an der Kathode eine mitogenetisch 
wirksame ultraviolette Olygolumineszenz zu beobachten, deren spektrale 
Zusammensetzung fiir den jeweiligen an der Kathode reduzierten 
Elektronenakzeptor charakteristisch und von der Stromstarke und 
-spannung unabhangig ist. An der Anode wurde in keinem Falle eine 
entsprechende ,,galvanische Olygolumineszenz** wahrgenommen, die 
auf eine Strahlung bei der anodischen Oxydation des Elektronen- 
donators hindeuten wiirde. Dieses von uns erstmalig entdeckte 
Phainomen der kathodischen ultravioletten Olygolumineszenz ist 
prinzipiell verschieden von den friiher beschriebenen Typen von Galvano- 
lumineszenz [Dufford (5), Dumanski (6)|, mit denen es auch keine 
iuBere Ahnlichkeit aufweist. 

Die Versuche mit dem Austausch von Elektronenakzeptoren und 
-donatoren in einfachen anorganischen Modellsystemen ergaben, da 
das Spektrum der Strahlung unverandert bleibt, solange bei wechselnden 
Reduktionsmitteln ein und derselbe Elektronenakzeptor reduziert 
wird, dagegen jedesmal von einem anderen Spektrum abgelést wird, 
sobald man das Oxydationsmittel wechselt, auch wenn ein und dasselbe 
Reduktionsmittel als Elektronendonator fungiert. Uber Komplikationen, 
die in gewissen organischen Systemen vorkommen, siehe unten im 
Versuchsteil (Reduktion von Fe” durch Hydrochinon). Es wurde 
iiberdies festgestellt, daB das Spektrum der Reduktion durch chemische 
Reduktionsmittel mit demjenigen der elektrochemischen Reduktion 
desselben Elektronenakzeptors an der Kathode identisch ist (so z. B. 
Fe” Fe’, H + H,). 

Beide Methoden fiihren uns folglich zu dem SchluB, daB die ultra- 
violette Olygolumineszenz (mitogenetische Strahlung) bei Oxydations- 
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Reduktionsvorgingen mit dem TeilprozeB der Reduktion zusammen. 
hangt und da im einfachsten Falle des direkten Elektronentiberganges 
der Elektronenakzeptor (das Oxydationsmittel bzw. das Reduktions 
produkt) als alleiniger Urheber der Strahlung deren spektrale Zu- 
sammensetzung beherrscht. Das Substrat der Oxydation, d.h. das 
Reduktionsmittel, ist fiir die Spezifitét der Olygolumineszenzspektra 
ohne Belang. Es kann erst durch weitere Untersuchungen entschieden 
werden, ob diese an einfachen Kationenoxydationen erhobenen Befunde 
einer Verallgemeinerung fahig sind und inwieweit sie sich auf den 
komplizierteren Teil der Oxydationen organischer Substanzen tiber- 
tragen lassen. In letzterem Falle erfolgen neben der Abgabe von 
Elektronen an das Oxydationsmittel vielfach intramolekulare Elektronen- 
iiberginge (tautomere Umlagerungen, Verschiebung und Neubildung 
von Doppelbindungen, Abbau des Molekiils), deren eventuelle Rolle 
als strahlungsliefernde Elementarprozesse sich nicht im voraus_ in 
Abrede stellen laBt und die im Spektrum der Olygolumineszenz das 
Auftreten neuer Wellenlingen neben denjenigen der Elektronen- 
aufnahme durch das Oxydans verursachen kénnten. Sollte sich aber 
auch fiir Oxydoreduktionen in organischen Systemen die Regel giiltig 
erweisen, da das Spektrum der Olygolumineszenz durch das Oxydans 
beherrscht wird und von dem Oxydationssubstrat unabhangig ist, so 
wirde dies den fiir den Biochemiker enttéuschenden SchluB bedeuten, 
daB wir der Hoffnung beraubt sind, auf Grund der Spektra der mito- 
genetischen Strahlung von biologischen Objekten tiber die Natur der 
jeweiligen Substrate der biologischen Oxydation urteilen zu kénnen. 
Jedenfalls besteht aber die wohl noch verlockendere Aussicht zu Recht, 
die Spektralanalyse der biologischen Olygolumineszenz zu verwerten 
fiir die Charakterisierung der Oxydationsmittel und -katalysatoren der 
Zelle, jener die Zellatmung vermittelnden reversiblen Oxydoreduktions- 
systeme, die doch alle bei bestimmten intermediaren Phasen der biologi- 
schen Oxydationen als Elektronenakzeptoren fungieren. 


Methodisches. 


Die mitogenetische Strahlung wurde in allen Versuchen durch Ab 
zihlen der absoluten Individuenzahl in fliissigen Hefekulturen nach de 
Methode von Potozky und Salkind (7) nachgewiesen. Als Kulturmedium 
fiir die Hefe gebrauchen wir gegenwartig ausschlieBlich und mit gutem 
Erfolg eine synthetische Niahrfliissigkeit folgender Zusammensetzung: 
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Pro 10cem dieser Lésung werden 2cem Kochsaft aus Trockenhefe 
(lt Teil Hefe : 3 Teilen Wasser) zugesetzt. 

Auf diese Weise werden unliebsame Zufalligkeiten infolge von 
Variationen der Zusammensetzung kauflicher Bierwiirze vermieden. 

Alle Induktionsversuche wurden bei diffusem Tageslicht ausgefiihrt. 
Fiir jedes Reaktionsmodell wird zuerst in qualitativen Versuchen ohne 
spektrale Zerlegung die optimale Expositionsdauer ermittelt. Daraufhin 
wird die Strahlung mittels des Quarzspektrographen (kleines Modell von 
Fuess mit Monochromatorspalt) zunéchst in 50 A breite Spektralbanden 
zerlegt. Die wirksamen 50 A-Banden werden sodann weiter in 10 A-Banden 
aufgelést. Die reagierenden Systeme befanden sich in den chemischen 
Versuchen in zylindrischen Glaskiivetten mit seitlichen Quarzfenstern. 
In den elektrochemischen Versuchen wurden geeignete H- oder U-férmige 
Kiivetten verwendet mit Quarzfenstern, die den breiten Flachen der platten- 
formigen Metallelektroden gegeniiberstanden. Die Kiivetten wurden so 
vor dem Kollimatorspalt des Spektrographen aufgestellt, daB die Elektroden- 
oberflachen senkrecht zur optischen Achse des Kollimatorrohres zu stehen 
kamen. Naheres tiber die Technik des mitogenetischen Spektralversuchs 
s. in unserer IT. Mitteilung (2) und bei N. Kannegiesser (8). Mit manchen 
Systemen schlagen positive Effekte bei Uberdosierung leicht in Null- und 
Minuseffekte (Hemmung der Zellteilung) um. 


Versuchsergebnisse. 


Unsere Versuche betrafen folgende elektrochemische und chemische 
Oxydoreduktionsmodelle: Konzentrationsketten aus Kupfer-, Zink-, Mer- 
curo- und Mercurisalzen, Ferri-Ferro-Redoxketten, Knallgaskette, elektro- 


lytische Wasserspaltung, ferner die Reduktion von Ferrisalz durch Stanno- 
chlorid, Ameisensiure und Hydrochinon und die Reduktion des Wasser- 
stoffions zu molekularem Wasserstoff beim Auflésen verschiedener Metalle 
in Saéuren und in Natronlauge. 


1, Elektrochemische Systeme. 


A. Konzentrationsketten'. 

1. Kupferkette [Elektroden aus Kupferblech. Negative Elektrode 
(innere Kathode) in gesattigter Kupfersulfatlésung, positive Elektrode 
(innere Anode) in hundertfach verdiinnter CuSO,-Lésung, Elektroden- 
gefaBe durch eine Briicke aus CuSO,-Agar verbunden|]: 

CuSO, CuSO, Cu 
gesattigt gesittigt 1: 109 ; 

An der negativen Elektrode (Kathode): mitogenetischer Pluseffekt (-+- ) 
bei 1’ bis 10’ Exposition. An der positiven Elektrode (Anode): Nulleffekt (0) 
bei I’ bis 10’ Exposition. Kontrolle bei geéffneter Kette: Nulleffekte an 
beiden Elektroden (1’ bis 10’ Exposition). Kontrolle mit Glasfenstern: 
Nulleffekte (Tabelle I, 1). 

Spektrum der Reduktion von Cu” zu Cu: Tabelle II, 1 und Abb. 1, 
Cu” > Cu. 


1 Wir zogen die Konzentrationsketten der Elektrolyse von Salz- 
l6sungen vor, um jegliche Polarisation der Elektroden und Verunreinigung 
der Spektra durch Nebenreaktionen zu vermeiden. 





. Potozky: 


Braunstein u. A 


. 
46 


= 
< 


Fe t ‘OF 7 


Oc + S1e+ 
&h+ ‘s+ 


- c -- 
G8? -Se° 


epouy 


apouy 


apoyywey apouyry 


VUzl “HOAH “GL VU9“HOAGS “BL 


BunyyedsirssseAy oyostpAporyeyy 


be ‘ 
‘gat ‘e+ 


y— — ‘y+ 98 4 


rc 


apouy epouwy 


apouy 


*(Fos)*(FHN) 04 
®FOS)(HN) 04 


uayayxopey 


o}JOYyses[[euye “9 


‘6F ! 


‘ 


‘ye 4 


apoyryey 


‘q¢ 


epouy 


\Te+ ‘86+ 


@8+ ‘P+ 


Let egt+ 
OS + ‘fat 
Gz+ ‘og+ 
OS + ‘eet 
Te+ ‘OG: 


apoqyey 


FOS ed 


“ec 
*(f OS) F004 r 


Ww T 


“ 


OF 
“MS 06 
ranep 


-SuOoT}IS 
-odxg 





6E+ “88! 
9+ °F. 
Lh+ -19+ 
€ — ‘EI 


epouy epomiey epouy epomey 


*103H ‘+ fONSH ‘8 


‘28- ‘SI 
“$- om ae 

“OF* “18+ 

96+ *884 
68+ *SI+ ‘1e4 


epouy eapoqywey 


spouy 


roe 
tS Het “6% 
SI + -Gé 


t+ ‘08+ CI8+ 
cht ‘68+ 


epoywy 





fosuz % 


Ua}eYsSuoyRI.UIZUOY 


Ol 
¢ 

g 

G 
“UI T 
* OF 
“H9S 0% 


denep 
-suoryts 


-odxy 





Ul 4YOFJW) UoureysAG UsYosturayoorqyolo UL SuNTYRIZY syostzouss oI, 


7 eT}94aRL 





Chemismus der mitogenetischen Strahlung. IV. 


Tabelle II. 


Mitogenetische Spektra bei der kathodischen Reduktion 
in Konzentrationsketten. 





Wellenlangen 1. Cu’ —> Cu 2. Zn —» Zn | 3. He’ —» Hg 4. Hg" —» Hg 
Pweg Exposition 3 Min. Exposition 3 Min. | Exposition 8 Min. Exposition 1 Min. 


1900—1950 +4 — | 0 
1950—2000 +3 +3 


2000—2010 +438 + 2 
2010—2020 +66 + 135 
2020— 2030 + ¢ + { 0 — 6 
2030—2040 0 + 5 
2040— 2050 +61 + 37 


2050—-2100 + 0 
2100—2150 +1 
2150—2200 


2200—2210 
2210—2220 
2220—2230 
2230—2240 
2240—2250 


2250 —2260 
2260 —2270 
2970 —2280 
2280 —2290 
2299 —2300 


2300—2310 
2310—2320 
2320—2330 
23380—2340 
2340 —2359 


2350—2360 
2360—2370 
2370—2380 
2380 — 2390 
2390—2400 


2400—2450 


++++4 | 
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m= DOR DO 
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bo 
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| 
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bo 


S~1~S1 C0 Sr 


2450—2500 


2. Zinkkette (Anordnung wie bei der Cu’’-Kette): 
ZnSOq | ZnSO, 


45% | 045% | 2 


Zn 


Kathode: 1’ bis 3’ Exposition (-+-); 10’ Exposition (—) (Minuseffekt: 
Hemmung der Zellteilung.) Anode: 1’ bis 10’ Exposition (0); Kontrolle 
(geéffnete Kette) (0) an beiden Elektroden (Tabelle I, 2). 
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Spektrum der Reduktion von Zn” zu Zn: Tabelle Il, 2 und Abb. | 
Zn —> Zn. 

3. Quecksilberkette (Mercuro) (Elektroden: horizontale queck 
silbergefilllte offene Glasréhrchen mit nach dem Quarzfenster gerichteten 
Meniskus): 

Hg N Og Hg NOs 


=e nk Hg. 
gesittigt  gesattigt 1: 100 


Kathode: 1’ bis 10’ Exposition (+); Anode: I’ bis 10’ Exposition (( 
(Tabelle I, 3). 

NS S$ S$ & 

8 & = SN 
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* Schmache untestindige Bande; fohlt im Spektr™ o. Wasserelektrose 
Abb. 1. 


Spektrum der Reduktion von Hg’ zu Hg: Tabelle II, 3 und Abb. 1, 
Hg -> Hg. 

4. Quecksilberkette (Mercuri) (Anordnung wie bei der Hg’ -Kette): 
Hg Cl, Hg Cl, 


Hg gesattigt  gesittigt 1: 100 


Hg. 


Kathode: I’ bis 3’ Exposition (+), 5’ bis 10’ Exposition (0); Anode: 
1’ bis 10’ Exposition (0) (Tabelle I, 4). 

Spektrum der Reduktion von Hg” zu Hg Tabelle II, 4 und Abb. 1, 
Hg’ > Hg. 

B. Redoxketten. 

5. Ferri-Ferro-Ketten: 
n/10 Fe,(SO4)3 _ é n/10 Fey (SO4)3 


a) Pt ——— 
») n/10 FeSO, n/10 FeSO, 


und 
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Kathode: 20” bis 3’ Exposition (+); Anode: 20” bis 3’ Exposition (0) 
(Tabelle I, 5a). 
n/1O Fe(NH,4) (SOq). 6 n/10 Fe(N Hy) (SOq)o Pt 
n/lO Fe(NHg)o (SO. 1 n/10 Fe (NHy)s (SO4)s 6 
Kathode: I’ bis 10’ Exposition (+); Anode: 1’ bis 10’ Exposition (0) 
(Tabelle I, 5b). 
Spektrum der Reduktion von Fe’ zu Fe’: Tabelle III, 5a und 5b und 
Abb. 1, Fe" -—> Fe". 
6. Knallgaskette: 


Pt platiniert in n/10 H,SO,, Pt platiniert in n/10 H,SO,, 
gesattigt mit O, gesittigt mit H, 


Kathode: 30” Exposition (0), I’ bis 5’ Exposition (+), 10’ Exposi- 
tion (0); Anode: 30” bis 10’ Exposition (0); Kontrolle (geéffnete Kette): 
(0) an beiden Elektroden (Tabelle I, 6). 

Spektrum der elektrochemischen Reduktion von O, zu O” (bzw. OH’): 
Tabelle IV, 6 und Abb. 1, O, > O” (OH’). 

C. Elektrolyse von Wasser. (Stromquelle: Akkumulatorenbatterie, 
Elektroden aus blankem Platinblech): 


Pt | n/l0 H,SO, | Pt. 


7a (2,2 Volt, 6 Milliamp.) und 7b (4 Volt, 12 Milliamp.). 

Kathode: 1’ bis 5’ Exposition (+); Anode: I’ bis 5’ Exposition (0) 
(Tabelle I, 7a und 7b). 

Spektrum der elektrochemischen Reduktion von H’ zu H,: Tabelle IV, 
7a und 7b und Abb. 1, H’-> Hg. 

In allen untersuchten elektrochemischen Systemen ist die Reduktion 
an der Kathode eine Quelle ultravioletter Olygolumineszenz, deren spektrale 
Zusammensetzung fiir den jeweiligen Reduktionsvorgang spezifisch und von 
dem Potential und der Stromstarke unabhingig ist. 

Bei der anodischen Oxydation entsteht keine mitogenetisch wirksame 
Lumineszenz. 

2. Chemische Systeme. 

A. Reduktion des H’-lons beim Auflésen von Metallen in verschiedenen 

Sduren und in Alkali: 
8. Zn (Blech) in n H,SO,: I’ bis 5’ Exposition (+). 
9. Zn inn HCl: I’ bis 5’ Exposition (+); 10’ Exposition (—). 

10. Zn in n NaOH: 30” Exposition (0); l’ bis 3’ Exposition (+ ). 

11. Cu (Blech) in n HCI: 1’ bis 15’ Exposition (+) sehwach. 

12. Mg (Band) in n/10 HCl: 20” bis 1’ Exposition (0); 2’ Exposi- 
tion (+). 

13. Al (Blech) in n HCl: 15’ 
tion (+). 

14. Al inn NaOH: 30” bis 3’ Exposition (+). 

Spektra der chemischen Reduktion von H’ zu H,: Tabelle LV, 8 bis 14 
und Abb. 1, H’ — Hg. 


/ 


Exposition (0); 20’ bis I’ Exposi- 
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Tabelle III. 


Potozky: 


lektrochemischen 


on Fe” 


zu Fe’. 


und 





Wellen- 
langen 


1900 
1910 
1920 
1939 
1940 


1910 
1920 
1930 
1940 
1950 





1950—2000 
2000—2010 
2910-2020 
2020-2030 
2030—2040 
2040—2050 


2050—2100 
9100-2150 


2150-2160 
2160-2170 
2170-2180 
2189-2190 
2190—2200 
2200-2210. 
2210 —2220 
2221)—2230 
2230-2240 
9940—2250 
2250 —2260 
226)—2270 
2270-2280 
2280—2290 
229)—2300 
2300-2310 
2310-2320 
2320—2330 
2330-2340 
2340—2350 
2350—2360 
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2370-2380 

2380- 2390 

2390—2400 

2400-2450 | 
2450-2500 | 
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Die Reduktion des H’-lons beliebiger Saéuren durch beliebige Metalle 
liefert ein und dasselbe Spektrum, das mit dem Spektrum der elektro- 
chemischen H’-lonenreduktion (Kathode bei der Elektrolyse von Wasser) 
iibereinstimmt. Die Bande 2210 bis 2220 A ist sechwach und unbestandig; 
im Spektrum der Wasserelektrolyse fehlt sie. 

B. Reduktion des Ferriions zu Ferroion: 

15. n/10 Fe(NH,)(SO,4). + n/10 SnCl, (+ HCl): 30” bis 1’ Exposition 

+); 3’ bis 10’ Exposition (0). 

16. n/10 Fe(NH,)(SO,), + n/10 Ameisensaure: 30” bis 1’ Exposition 
Exposition (—). 

17. n/l10 Fe(NH,)(SO,)2 + m/10 Hydrochinon (+ HCl): 20” bis 
40" Exposition (+); 1’ bis 3’ Exposition (—). 

Spektrum der chemischen Reduktion von Fe zu Fe: Tabelle III, 
15, 16, 17 und Abb. 1, Fe’ — Fe. 

Die Reduktion des Fe™’-lons mittels Stannochlorid und Ameisenséure 
liefert ein und dasselbe Spektrum, das mit dem Spektrum der Reduktion 
an der Kathode der Fe’ /Fe’'-Redoxketten identisch ist. Bei der Reduktion 
mit Hydrochinon in saurer Lésung treten neben dem fast vollstandigen 
Ke’ Fe-"Spektrum weitere Banden unbekannter Herkunft auf; als 
deren Quelle kommen in Betracht die Oxydation des Hydrochinons zu 
Chinon (Wanderung der Doppelbindungen!), die Reaktion: Chinon + Hydro- 
chinon = Chinhydron, und weitere sekundére Umwandlungen der Reaktions- 
produkte. Das System Fe’ + Hydrochinon wurde bewuS8t als ein Modell 
mit nicht eindeutigem Reaktionsablauf gewahlt, bei dem Komplikationen 
zu erwarten waren. Die Unvollstandigkeit des Fe ““-Spektrums diirfte auf 
der in diesem Falle sehr kurzen Expositionsdauer beruhen. 


2 


28 
(+): 
: 


II. Diskussion des atomphysikalischen Mechanismus der Olygolumineszenz. 

Bei dem jetzigen Stand unseres Wissens und besonders in An- 
betracht der mangelnden Kenntnisse iiber die absolute Intensitaét der 
mitogenetischen Strahlung ware es verfriiht, eine vollstandige Theorie 
der Elementarprozesse aufstellen zu wollen, die der ultravioletten 
Olygolumineszenz zugrunde liegen. Bei der Sichtung des vorliegenden 
Tatsachenmaterials treten uns aber jetzt schon viele Eigentiimlichkeiten 
dieser Naturerscheinung entgegen, die dringend einer Erklérung § be- 
diirfen'und die uns zugleich zu gewissen hypothetischen Vorstellungen 
iiber den Mechanismus ihres Zustandekommens verhelfen kénnen. 


' Der Befund, da8 auch beim Lésen von Zn und Al in NaOH dasselbe 
H' -> H,-Spektrum auftritt, spricht zugunsten der wohl auch sonst von 
Chemikern bevorzugten Vorstellung, daB die Wasserstoffentwicklung bei 
der Zinkat- oder Alluminatbildung auf Kosten der Reduktion von freien 
H’-Ionen erfolgt und nicht auf Kosten der Reduktion von Wasserstoff, 
der im Hydroxylion gebunden ist. Der Reaktionsmechanismus wire also: 
Zn + 2H = Zn" + H,; Zn” + 2 (Na + OH’) = ZnOJNa, + 2H’ und 
nicht Zn + 20H’ ZnO, + H,; ZnOZ + 2(Na’ + OH’) ZnOs Nay 
- 20H’. Dies Beispiel veranschaulicht die Anwendungsméglichkeiten der 
mitogenetischen Spektralanalyse in der anorganischen Chemie. 
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Mogen diese Vorstellungen sich im einzelnen kiinftig als unzutreffend 
erweisen, so besitzen sie dennoch einen gewissen heuristischen Wert als 
Grundlage fiir eine provisorische Arbeitshypothese, vielleicht eher fii 
ein Arbeitsprogramm. Wenn wir Biochemiker und Biologen uns hier 
erdreisten, als Laien das fremde Gebiet der Atomphysik zu betreten, 
so erblicken wir eine gewisse Rechtfertigung darin, daB8 wir eine ganz 
neuartige Naturerscheinung vor uns haben, der auch der Physiker und 
Physikochemiker von Fach unwissend und befremdet gegeniibersteht, 
um so mehr, als sie der GréBenordnung nach auBerhalb des Bereichs 
seiner gelaufigen Vorstellungen liegt und seinen MeBinstrumenten noch 
nahezu unzuganglich ist. Unser Ziel ware erreicht, wenn die Be- 
trachtungen, die wir hier zur Diskussion stellen, geeignet waren, das 
Interesse von Atomphysikern auf das Phinomen der Olygolumineszenz 
zu lenken und sie zum Nachdenken und Experimentieren auf diesem 
Gebiet anzuregen. 

Die hervorstechenden physikalischen Besonderheiten der mito- 
genetischen Strahlung, die bei einem jeden atomphysikalischen Er- 
klarungsversuch vor allem in Erwaégung gezogen werden miissen, sind 
folgende: 

1. Die sehr kurze Wellenldange (bzv. groBe Schwingungsfrequenz) 
der Strahlung. Dem mitogenetischen Spektralbereich (2500—1900 A) 
entsprechen im Sinne der Quantentheorie auBerordentlich hohe Energie- 
werte, und zwar 4,9 bis 6 Volt-Elektronen, oder etwa 112 bis 148 Cal/mol. 
Die Energiebetrage der der Olygolumineszenz zugrunde liegenden 
chemischen Elementarprozesse sind demnach viel héher als die bei 
gewohnlichen chemischen Reaktionen in wasseriger Lésung frei werdenden 
Energien, die in der Regel nicht mehr als 40 bis 60 Cal/mol. (1,7 bis 
2,6 Volt-Elektronen) betragen. 

2. Die minimale Intensitdt der Strahlung, mit anderen Worten, dic 
auBerordentlich geringe Wahrscheinlichkeit des Elementaraktes der 
Emission. Fiir unsere anorganischen Oxydationssysteme ergibt eine 
Uberschlagsrechnung auf Grund der Intensitatsschatzungen von Frank 
und Rodionow eine Wahrscheinlichkeit von der GréBenordnung 10-' 
bis 10-14, d. h. es wird ein Quantum ultravioletter Strahlung pro 10" 
bis 10'4 reagierende Molekiile emittiert. 

3. Die Léschung der Olygolumineszenz durch gewisse Substanzen 
(Jod u. a.), die als ,,innere Lichtfilter wirken [vgl. I. und IIT. Mitteilung 
dieser Serie (1) (9), ferner Braunstein und Heyfetz (10)}. 

4. Die antagonistische Wirkung roter und infraroter Strahlung. 
Nach unveréffentlichten Befunden von Frank wird das mitogenetische 
Strahlungsvermégen mancher biologischer Sender, sowie die Empfindlich- 
keit biologischer Detektoren durch Belichtung mit roten oder infraroten 
Strahlen bedeutend herabgesetzt. 
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5. Die ,,Sensibilisierung’’ durch sichtbares Licht. Es wurde erst- 
malig von Potozky (11) gezeigt, daB die Wirksamkeit von Hefe sowohl 
ius mitogenetischer Sender wie als Detektor im Dunkeln geringer ist 
ils bei Belichtung mit Strahlen des sichtbaren Spektralbereiches. 
Spater zeigten Potozky (2) mittels Hefe als Detektor und Frank und 
Rodionow (3) mit Hilfe des Photonenzahlrohres, daB die Intensitat der 
ultravioletten Olygolumineszenz bei der Oxydation von Ferrosulfat 
lurch Kaliumbichromat bei maBiger Belichtung des Reaktionsgemisches 
mit ultraviolettfreiem (Glasfilter!), weiBem Licht um ein Mehrfaches 
bréBer ist als im Dunkeln. Nach unveroéffentlichten Beobachtungen von 
Frank und Rodionow! ergibt die Verdauung von Albumin mit Pepsin 
bei Belichtung positive, im Dunkeln negative Resultate am Photonen- 
zahlrohr. Wir kénnen nunmehr tiber Versuche berichten, aus denen 
erhellt, daB auch bei solchen, unseres Wissens im gewéhnlichen Sinne 
nicht photochemisch aktivierbaren Reaktionen, wie die Auflésung von 
Metallen in Sauren, eine BeeinfluBbarkeit der Intensitét der ultra- 
violetten Olygolumineszenz durch sichtbares Licht vorliegt. So betragt 
die Expositionsschwelle, bei der die Bande 2070 bis 2080 A im Spektrum 
der Reaktion 2 Al + 6 HCI = 2 AICI, + 3 H, mittels Hefe als Detektor 
nachweisbar ist, in diffusem Tageslicht (bei geschlossenen Fenstern) 
20 Sekunden; verdunkelt man Reaktionskiivette und Kollimatorspalt 
des Spektrographen durch Umhiillen mit schwarzem Papier und Tuch, 
wahrend der Hefedetektor belichtet bleibt, so steigt die Expositions- 
schwelle auf 1 Minuten 30 Sekunden (also fast auf das Fiinffache) an 
(Tabelle V). 

Tabelle V. 

EinfluB von sichtbarem Licht auf die Intensitat der mitogeneti- 

schen Strahlung. ‘ 
Effekt in Prozenten. System Al + HCl; Spektralbande 2070 bis 2080 A, 





j 


Dauer der 





Exposition : 10”). 36 20" 25"' 30" 451" 1’ 1’ 10" 
| +2 0; +21 491 +. $2 
Belichtet - +1) +27 | Too | +) -— | —/| —- 
| +26 | oan + 33 | 
Verdunkelt - - —2 0 0 ‘eon. +4 0 Oi.) J 
Dauer der 11s’ | 190" a5 1’ 30" 1 40" 1 50" or 3° 
Exposition ‘ . . . . 
Belichtet- + - — --- — — — — — — 
99 me. — 9 
Verdunkelt- - {| 0 | +4) 48/ +2? | +21) +08) —¥ | —8 


\ 


1 Herrn G. M. Frank sei auch an dieser Stelle fiir die Erlaubnis gedankt, 
seine unver6ffentlichten Beobachtungen zu erwahnen. 
Biochemische Zeitschrift Band 268. 99 
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Es erscheint ziemlich wahrscheinlich, daB die Lichtsensibilitit 
eine allgemeine Eigenschaft der Olygolumineszenzquellen ist. 

6. Die spektrale Spezifitét der Olygolumineszenz bei Oxydoredul- 
tionen, die im komplikationsfreien Falle nur auf den Elementarvorgang 
der Reduktion zuriickgeht und durch den jeweiligen Elektronen- 
donator (Reduktionsmittel) nicht beeinfluBt wird (s. oben). 

7. Die relativ grope Schirfe und geringe Breite der Banden in den 
mitogenetischen Spektren. In der Regel geben geléste Substanzen 
infolge der ungleichmaBigen Solvatation der Molekiile und der hierdurch 
bedingten ungleichen Deformation der charakteristischen Energie. 
niveaus (Elektronenorbiten, Atomschwingungsfrequenzen) stets ver- 
wischte Spektra (Absorptions-, Fluoreszenz- und Lumineszenzspektra 
mit breiten unscharfen Banden. Im Gegensatz hierzu findet man in 
den Olygolumineszenzspektren schmale Banden (oder steile Emis. 
sionsmaxima), die mitunter in Absténden von héchstens 10 A (me- 
thodische Grenze der Auflésung!) mit emissionsfreien (oder unter- 
schwellig strahlenden) Zwischenréumen abwechseln. Die Spektra dei 
Olygolumineszenz weisen demnach in dieser Hinsicht eine gewisse 
Ahnlichkeit auf mit den Linienspektren gas- oder dampfférmiger 
Molekiile. 

Versuchen wir es nun, die aufgezihiten EKigentiimlichkeiten der 
Olygolumineszenz von einem einheitlichen Gesichtspunkt aus zu er- 
klaren. 

Der Spektralbereich der mitogenetischen Strahlen im kurzwelligen 
Ultraviolett (Punkt 1) zeigt von vornherein an, daB der Emissions- 
vorgang ein intraatomarer ProzeB ist, der mit dem Ubergang von 
Elektronen der auBeren Schale (Valenzelektronen) aus entfernten. 
angeregten Orbiten auf tiefer gelegene Niveaus zusammenhiangt. Ks 

rire selbstverstandlich vergeblich, in den Spektren der Olygolumines- 
zenz, die durch solvatisierte, zum Teil in Molekiilen gebundene Atome 
emittiert wird, nach den charakteristischen Frequenzen der Bogen- 
und Funkenspektra der entsprechenden Atomarten zu suchen. Dic 
hohe Frequenz (der groBe Energieinhalt) der Quanten der Olygolumines- 
zenz zeigt im Zusammenhang mit der verschwindend kleinen Wahr- 
scheinlichkeit der Emission (Punkt 2) an, daB bei jeder Reaktion nur ein 
sehr geringer Anteil der beteiligten Molekiile die zur Emission erforder- 
liche Energiemenge mit sich fiihrt. Diese Energie muB, wie gesagt. 
in der Form von Elektronenanregung vorliegen. In einem sehr kleinen 
Anteil der reagierenden Molekiile sind demnach wahrend der Reaktion 
,angeregte’*, auf entfernte Orbiten erhobene Elektronen vorhanden. 
deren Anregungsenergie in der Form von Quanten ultravioletter Olygo- 
lumineszenz abgegeben werden kann. In Einklang mit dieser Anschau- 
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ungsweise stehen die Erscheinungen der Tilgung der Strahlung durch 
gewisse geléste Substanzen (Punkt 3) und durch langwelliges, rotes 
und ultrarotes Licht (Punkt 4). Es ist bekannt, daB Faktoren beider 
Art bei den Phanomenen der Fluoreszenz, Phosphoreszenz und Chemo- 
lumineszenz durch Erhéhung der Wahrscheinlichkeit von StéBen zweiter 
Art die Lebensdauer angeregter Molekiile verkiirzen und durch De- 
gradation der Anregungsenergie zu kinetischer Energie léschend wirken. 
Der Umstand, daB die Energiewerte der Quanten der Olygolumineszenz 
die Energiebetrage der strahlungsliefernden Reaktionen weit iiber- 
treffen, 1iBt es wahrscheinlich erscheinen, da der erhéhte Energie- 
gehalt bzw. der aktivierte Zustand der betreffenden Molekiile wenigstens 
zum Teil ein vorgebildeter ist, und nicht etwa die Anregung ausschlieBlich 
durch Umwandlung der Energie des elementaren chemischen Reaktions- 
aktes zustandekommt!. Ob die ,,l6schenden** Agenzien bei der Olygo- 
lumineszenz im Augenblick der Reaktion den definitiven Anregungs- 
zustand tilgen oder durch Degradation der vorgebildeten Anregungs- 
energien die Menge der emissionsbereiten Molekiile erniedrigen, kann 
gegenwartig nicht beurteilt werden: auch ist es fiir das Endresultat 
ohne Belang. 

Es erhebt sich die Frage nach den Energiequellen der vorgebildeten 
Aktivierungszustaénde. Kine solche Quelle, die ganz bestimmt bei dem 
Phanomen der Olygolumineszenz mitwirkt, zeigt uns die intensivierende 
Wirkung des sichtbaren Lichtes (Punkt 5) an. Diese Erscheinung ist 
keiner anderen Erklarung fahig, als daB ein Teil der auffallenden Licht- 


quanten absorbiert wird und gewisse an der Reaktion teilnehmende 
Molekiile direkt oder nach Ubertragung durch StéBe erster Art in 
angeregten Zustand versetzt. Die Energie eines Quantums des sicht- 
baren Spektralbereiches ist kleiner als diejenige eines Quantums im 
kurzwelligen Ultraviolett und reicht fiir einen mitogenetischen Emissions- 
akt nicht aus; nimmt man aber an, daB in einem ,,photosensibilisierten’’ 
Molekiil die Energie des Klementarprozesses der chemischen Umsetzung 


ganz oder zum Teil zur Energie der Lichtanregung hinzuaddiert werden 


1 Sogar wenn man bei Oxydoreduktionen von der negativen Energie 
der Elektronenabgabe durch das Reduktionsmittel (,,lonisierungswarme **) 
absieht und nur die positive Energie des elementaren Reduktionsvorganges 
(,,.Elektronenaffinitat** des Oxydans) in Rechnung zieht, reicht die Energie 
in manchen Fallen nicht fiir ein Quantum des mitogenetischen Spektral- 
bereichs aus. So ist z. B. fiir das geléste Mg’’-lon die Elektronenaffinitat 
(lonisierungsenergie minus Hydratationswirme) gleich 47 Cal/mol (bzw. 
2,08 V.-E.), fiir das Hg-Ion fast Null. (Fir eine solche Berechnungs- 
weise, die vom energetischen Standpunkt aus eigentlich unzulassig ist, 
liegt ein gewisser AnlaB& darin vor, daB das Reduktionsmittel keinen 
EinfluB auf die Frequenz der bei der Oxydoreduktion emittierten 
Quanten austbt.) 

2G * 
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kann, so laBt sich durch einen derartigen zweistufigen Anregungs 
prozeB das Auftreten hinreichend hocherhobener Elektronen in den 
Molekiilen der Reaktionsprodukte erklaren, die dann unter Emission 
mitogenetischer Strahlen auf ihr Grundniveau zuriicksinken!. Aucl 
die Sensibilisierung der Hefe als Detektor durch Licht wird durch dies: 
Auffassung erklarlich, wenn man bedenkt, daB der mitogenetische 
Effekt nach Gurwitsch dadurch zustande kommt, daB die Detektor- 
zellen durch die auffallenden ultravioletten Quanten zu mitogenetische: 
Sekundarstrahlung angeregt werden, indem sie als verstarkendes 
Relais wirken. 

Die Anregung durch absorbiertes Licht, die wohl kaum zu_be- 
zweifeln ist, kann aber sicher nicht die einzige Quelle der vorgebildeten 
Aktivierung sein, denn es miiBte im entgegengesetzten Falle bei ver- 
dunkeltem ReaktionsgefaB die Olygolumineszenz tiberhaupt ausbleiben. 
Dem ist aber nicht so: die Strahlung dauert im Dunkeln fort, wenn 
auch mit erheblich erniedrigter Intensitat; jedenfalls gilt dies fiir die 
von uns gepriiften Systeme: K,Cr,0, + FeSO, und Al + HCl Wir 
miissen uns also nach anderen Quellen umsehen, die die reagierenden 
Molekiile auch im Dunkeln mit der erforderlichen Aktivierungsenergic 
versorgen kénnten. Von der kinetischen Energie der raschen, zufolge 
der Boltzmann-Maxwellschen Verteilung ,,aktiven’’ Molekiile kann 
abgesehen werden, da diese Energie bei einem viel zu kleinen Anteil 
der Molekile hinreichend ware. Dagegen kommen als wahrscheinliche 
Quelle der Aktivierung diejenigen Gebilde in Betracht, durch die dic 
Energieiibertragung bei Kettenreaktionen vermittelt wird. Auf die 
moégliche Rolle des vermutlichen Kettenmechanismus enzymatischer 
und sonstiger Reaktionen fiir das Zustandekommen mitogenetischer 
Strahlung hat bereits Frankenburger (13) hingewiesen, der in den 
kettenvermittelnden freien Atomen und Radikalen der Haber-Will- 
stitterschen Radikalkettentheorie die Trager der fiir die ultraviolette 
Olvygolumineszenz erforderlichen hohen Energiebetrage erblickt. Die 
von Frankenburger erwogene Méglichkeit der Emission mitogenetischer 
Strahlung beim Elementarakt der Rekombination von Atomen und 
Radikalen erscheint allerdings in Anbetracht der ausgesprochenen 
Spezifitat der Olygolumineszenzspektra unwahrscheinlich; eher besteht 
die zweite Alternative Frankenburgers zu Recht, daB die frei werdende 
Energie auf strahlungsfihige Molekiile mittelbar tibertragen wird. 


! Eine solche zweistufige Anregung ist in der Atomphysik nicht ohne 
Analogie; es sei an den Effekt von Beutler-Josephy (12) erinnert, bei dem 
ein Quecksilberatom im gasférmigen Zustande die Energie von zwei chemi- 
schen Elementarprozessen nacheinander aufnimmt und dann die ver- 
doppelte Anregungsenergie nahezu vollstandig in einem Lichtquantum 
emittiert. 
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Aus weiter unten erlauterten Griinden glauben wir, daB nicht die defini- 
tive Anregung, sondern nur die Voraktivierung auf solche Weise bewirkt 
wird. Dabei kénnten als Energievermittler entweder nach Frankenburgers 
Ansicht die ungesattigten Radikale von Haber und Wiilstdtter wirksam 
sein oder auch elektronisch angeregte Molekiile und Ionen, wie sie zu 
den Schemata anderer Typen von Kettenreaktionen gehéren. Es ware 
zu priifen, ob nicht bei hydrolytischen Prozessen (z. B. Hydrolasen- 
wirkung), bei denen ein Kettenmechanismus nicht von vornherein 
wahrscheinlich ist, vielleicht dennoch die Lichtaktivierung die einzige 
Anregungsquelle ist und ob deren Olygolumineszenz nicht im Gegensatz 
zu den bisher untersuchten Oxydoreduktionssystemen im Dunkeln 
volistandig versagt. 


Nicht ohne weiteres verstandlich ist der Umstand, da die Spektral- 
frequenzen der Olygolumineszenz im Spezialfall der Oxydations- 
Reduktionsprozesse von der negativen Energie der Elektronenabgabe 
durch den Donator (in elektrochemischen Systemen von der Kathoden- 
spannung) nicht beeinfluBt und nur durch den Akzeptor (Oxydans) 
bestimmt werden (Punkt 6). Dies diirfte damit zusammenhangen, daB 
sich der definitive, zur Emission fiihrende Anregungszustand erst nach 
dem Elementarakt der chemischen Reaktion und stets an dem Molekiil 
des Reduktionsproduktes einstellt. 

Die praliminire Aktivierungsenergie, als deren Traiger wir mit 
gleichem Rechte das Molekiil des Reduktions- wie des Oxydations- 
mittels vermuten kénnen, mu also nach dem Elektroneniibergang bei 
der Oxydoreduktion mitsamt der Energie des letzteren oder einem Teil 
davon in dem Molekiil des Reduktionsproduktes in der Form von An- 
regungsenergie aufgestapelt werden, deren QuantengréBen fiir dieses 
Molekiil charakteristisch sind und nun nicht mehr einem EinfluB seitens 
des Elektronendonators oder seines Oxydationsproduktes unterliegen. 
Von dem angeregten Reduktionsprodukt wird diese Energie dann als 
Quantum der Olygolumineszenz emittiert, sofern sie nicht infolge von 
St6Ben zweiter Art degradiert. Auch bei einer Aktivierung durch Zu- 
sammenstof mit ungesaittigten Radikalen oder freien Atomen im Sinne 
Frankenburgers diirfte sich der endgiiltige Anregungszustand erst nach 
erfolgter Reaktion ausbilden, da anderenfalls die bevorzugte Lage des 
Klektronenakzeptors als alleinige Strahlungsquelle unverstandlich 
wire. Uber den Mechanismus des Elementaraktes der Olygolumineszenz 
bei hydrolytischen Reaktionen kann in Anbetracht der in diesem Falle 
mangelnden Kenntnis der spektralen Spezifitat der Strahlung zur Zeit 
nichts ausgesagt werden. 

Am schwierigsten ist es, eine Erklarung fiir den Aufbau der mito- 


genetischen Spektra aus schmalen, scharfen Banden (Punkt 7) zu 
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finden. Man ist genétigt anzunehmen, daB die Energieniveaus 
der als Trager der Olygolumineszenz auftretenden angeregten Mole- 
kiile in viel geringerem MaBe durch variierende Solvation defor- 
miert werden, als dies bei anderen Molekiilen der Fall ist. Die 
strahlungsbereiten Molekiile miissen sich also, wenigstens im Augen- 
blick der Emission, in einem Zustand befinden, der eher dem gas- 
férmigen als dem gelésten Zustand nahesteht. Dariiber, welcher 
Mechanismus hier im Spiel sein kénnte, fehlt uns gegenwartig 
jegliche Vorstellung. 


Die hier erérterten und ahnliche, notgezwungen fragmentarischen 
und zum Teil einer hinreichenden faktischen Begriindung entbehrenden 
hypothetischen Vorstellungen iiber den Mechanismus der mitogenetischen 
Strahlung kénnen, wie gesagt, erst dann durch eine folgerichtige Theorie 
ersetzt werden, wenn neue MeBmethoden es erméglichen, die Intensitit 
der ultravioletten Olygolumineszenz und die Beeinflussung derselben 
durch verschiedene physikalische und chemische Faktoren (Tem- 
peratur, Licht, Elektrodenpotential und Stromdichte, Konzentrations- 
verhaltnisse, léschende und sensibilisierende Substanzen) quantitativ 
zu verfolgen. 

Zum SchluB méchten wir den Herren Akademiker A. N. Frumkin, 
Akademiker S.J. Wawilow, Prof. J.K.Syrkin, Prot. A. N. Terenin, 
Dozent L.A. Tumermann und allen anderen Physikern und Physiko 
chemikern unseren aufrichtigen Dank sagen, die uns durch sachkundige 
atomphysikalische Beratung und Besprechungen vielfach behilflich waren. 


Zusammenfassung. 


1. In elektrochemischen Systemen (in Konzentrationsketten, 
Redoxketten, bei der Elektrolyse) ist stets die Kathode Sitz einer bio- 
logisch wirksamen ultravioletten Chemolumineszenz von minimale: 
Intensitat (,,galvanische Olygolumineszenz*‘), die in ihren Eigenschaften 
mit der mitogenetischen Strahlung von Gurwitsch iibereinstimmt. An 
der Anode wurde in keinem Falle eine entsprechende Strahlung be- 
obachtet. Die Spektra der kathodischen Olygolumineszenz sind spezi- 
fisch fiir den an der Kathode erfolgenden Reduktionsvorgang und 
unabhangig von der Stromstarke und Spannung. 


2. Bei chemischen Oxydations-Reduktionsvorgingen in wasseriger 
Lésung hangt die spektrale Zusammensetzung der Olygolumineszenz im 
einfachsten Fall der anorganischen Kationenoxydation nur von dem Elek- 
tronenakzeptor (Oxydationsmittel bzw. Reduktionsprodukt), nicht von 
dem Elektronendonator (Reduktionsmittel bzw. Oxydationsprodukt) 
ab. Bei Oxydoreduktionen mit organischen Reaktionskomponente: 
sind Komplikationen méglich. Die Spektra der chemischen und de: 
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elektrochemischen Reduktion ein- und desselben Elektronenakzeptors 
sind identisch. 

3. Es werden hypothetische Vorstellungen tiber den atomphysi- 


kalischen Mechanismus der Olygolumineszenz zur Diskussion gestellt. 
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Uber die Entstehung der Apfelsiure 
aus Asparagin durch Girung bei verschiedenem py. 


Von 
E. Glimm und M. Nitzsche. 


(Aus dem Institut fiir Nahrungsmittelehemie und landwirtschaftlich: 
Gewerbe der Technischen Hochschule zu Danzig.) 


(Eingegangen am 31, Dezember 1933.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei der Vergairung einer Zuckerlésung unter Zusatz von Asparagin 
wurde von uns (1) gefunden, daB die Menge der gebildeten Apfelsaure 
stets die gleiche ist, wenn der zu vergarenden Lésung ein Anfangs-py 
von 4,0 gegeben wurde. Dakin (2) beobachtete, daB allgemein die Apfel- 
siurebildung in saurer Lésung gegeniiber neutralen oder alkalischen 
Lésungen zuriickblieb. Diese Feststellung gab uns Anregung, nach- 
zupriifen, ob ein Anwachsen des Apfelsiuregehalts stattfindet, wenn bei 
gleichbleibendem Asparaginzusatz die Wasserstoffionenkonzentration 
nach der alkalischen Seite hin verschoben wird ; auBerdem fiihrten noch 
folgende Uberlegungen zu dem Schlu8, da8 tatsachlich mehr Apfelsdiure 
entstehen kann. Wir konnten bei unseren friiheren Versuchen fest- 
stellen, daB beim Vergiren von Malaminsaure ebenfalls Apfelsiure 
entstand, und zwar der aus Asparagin gebildeten Menge entsprechend 
gleichviel. Wir erklarten damals, daB zwei Abbaumdglichkeiten des 
Asparagins in Frage kommen kénnen, die eine, die tiber Oxalessigsaure 
zum Acetaldehyd fiihrt, und die andere, bei der die Reduktion der 
Ketogruppe zur Oxygruppe eher einsetzt als die Umwandlung der 
Amidgruppe in die Sauregruppe, so daB sich also in diesem Falle 
Malaminsaure bilden wiirde. 


Schmalfuss und Mothes (3) haben bei ihren ausfiihrlichen Unter- 
suchungen iiber den Abbau des Asparagins mit Aspergillus niger ge- 
funden, daB der Amino- und Amidstickstoff in Prozenten ihres Anfangs- 
wertes gleichmaBig abnahmen, wenn sie ihre Lésung auf ein pu von 
4 bis 6 pufferten, waihrend sie andererseits feststellten, daB bei einer 
ungepufferten Lésung mit dem Anfangs-py 6,65 der Aminostickstoft 
zu Beginn des Versuchs mit ungleich gréBerer Geschwindigkeit ab- 
gebaut wurde als der Amidstickstoff. Wenn der Abbau des Asparagins 
durch Hefe ebenso verliuft, so ist hier die Méglichkeit gegeben, dal 
sich mehr Malaminsaéure und daraus entsprechend mehr Apfelsdure 
bilden kann. 
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Um festzustellen, ob diese Vermutungen den Tatsachen entsprechen, 
wurde eine asparaginhaltige Nahrlésung von der gleichen Konzentration 
wie friher mit Na,CO, auf ein Anfangs-px von 6,68 gebracht und ver- 
goren. In einem Abstand von 2 Stunden wurde dann der py-Wert der 
iiber Kieselgur filtrierten Lésung kontrolliert, und jede vierte Stunde 
der Gehalt an Amino-, Amid- und Ammoniakstickstoff nach den be- 
kannten Methoden bestimmt. 


Die Untersuchungen ergaben folgende Resultate, sie gelten fiir 
100 ccm Lésung: 
Tabelle I. 











= P id oe Differenz 
Ansatz Std. py NEy-N | AmineN | Amie Amid-N : Amino-N 

mg mg | mg mg 
0) 6,68 —~ 31,5 | 29,9 — 
21 7.02 — -- _ — 
4 6,51 4,62 18,4 25,1 6,7 
6 | 6,75 -- _ —_ — 
10 g Zucker 8 | 6,23 3,7 14,0 20,4 6,4 
03g Asparagin 10) 6,18 — _ | — -- 
05¢ KH, PO, 12 | 5,98 3,1 86 | 13% 4,7 
0.2g¢ Mgs0O, 14. 5,76 - — — 
10g Hefe 16 | 5,03 1,07 7,0 9,1 2,1 
18 4,99 — — — — 
20 | 4,67 11 49 | 57 0.8 
22 | 4,47 — a jo -- 
24, 4,35 0.84 1,7 2 2,5 


Aus der vorstehenden Tabelle und den zugehérigen Abb. 1 und 2 ist 
zu erkennen: 1. daB die Wasserstoffionenkonzentration am Anfang der 
Garung zundchst fallt, spiter aber wieder ansteigt; 2. daB ein viel 
rascherer Abbau des Amino-N 


























(FN) stattfindet, wahrend der Dy 32 ae 

Amid-N (AN) erst spater starker 797774 } TT 26 

angegriffen wird, 3. daB der im 7% NS py] r | * 

Anfang der Garung auftretende 9/7 S777 20 

Ammoniak-N im Verlauf der g ‘NI ad 

Garung ebenfalls wieder ver- T ag ” 

schwindet: 4. daB die Differenz | 7 | [ 

Amid-N minus Amino-N mit ” Beth . || ‘ 

Anwachsen der  Wasserstoff- a ee 
Abb. 1. Abb. 2. 


ionenkonzentration abnimmt. 

Dieser Versuch verlauft tatsichlich parallel dem von Schmalfuss 
und Mothes mit Aspergillus niger ausgefiihrten, er laBt vermuten, da 
bei geringerer Wasserstoffionenkonzentration die Apfelsiurebildung 
gréBer ist. Dakin stellte, wie schon eingangs gesagt, bei seinen Ver- 
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suchen fest, da die Ausbeute an Apfelsaure im neutralen oder alkalischen 
Medium am gréBten sei. Man kénnte deshalb annehmen, daB di 
Bildung dieser Saure aus Asparagin gewissermaBen abhangig ist von de: 
Wasserstoffionenkonzentration der zu vergarenden Lisung. Es wurd 
deshalb folgende Versuchsreihe angestellt, um hieriiber Klarheit zu 
schaffen. 

Die Giransitze. 


Um die Untersuchungen mit den friiheren Ergebnissen vergleichen 
zu kénnen, arbeiteten wir unter denselben Voraussetzungen und _ ver- 
anderten lediglich nur die Wasserstoffionenkonzentration nach dem 
alkalischen Gebiet hin. 

In 100 cem Lésung waren enthalten: 


g Zucker 
3g Asparagin 
22 MgSO, 
5g KH,PO, 
10g PreBhefe 


Die Wasserstoffionenkonzentration am Anfang der Versuche wurde mit 
Na, CO, auf den gewiinschten Wert eingestellt und auf elektrischem Wege 
gemessen. 


Pu-Werte der Versuchsreihe I: 5,04, 5,58, 6,22, 6,60, 7,61 

ss ” ss II: 4,32, 5,02, 5,75, 6,89, 7,65 
Bei dem Ansatz 5 der zweiten Versuchsreihe wurden 0,5 g feingepulvertes 
Calciumcarbonat zugesetzt, um zu verhindern, daB der py-Wert wahrend 
der Gérung unter 7 sinkt. Die Géirungstemperatur war wieder 25° C, das 
Hefematerial stammte aus einer Danziger PreBhefefabrik. Die Gardauct 
betrug wie friiher 3 Tage. Versuche, die Girfliissigkeit durch Jenaer Glas- 
filter Nr. 4 abzusaugen, wurden wegen ihrer Langwierigkeit wieder aut- 
gegeben und zu der wohl umsténdlichen, aber sehr raschen Methode mit 
Kieselgur wieder zuriickgegriffen. Die Analysen fiihrten wir ebenfalls wie 
friiher aus. 


Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen Ila und ILb zu- 


sammengefaBt. 
Tabelle Ila. 





Ange- Gesamt-N Tes 3 
) wandte in ver- Rb ee ; . oa. as 
m4, a N-Nah- gorener Dbrauchter| ‘igre | Amino-N Amid-N 
Garung  Garung rung Lésung 
mg mg mg mg mg mg 


5,04 3,62 61,4 12,6 48.8 11,8 9,6 2,8 
5,58 3,52 61,4 13,3 48,1 20,3 9,65 3,2 
6,22 3,71 61,4 12, 48,7 25,4 7,60 2,8 
6,60 5,34 61,4 a 53,1 40,2 46 3,1 
7,61 6,40 61,4 56,8 7,5 1,4 2,2 
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Tabelle Ib. 





Ange- Gesamt-N V 

wandte in ver- er- Apfel- 

PH a brauchter ms 
N 


N-Nah- gorener siure Amino-N Amid-N 


rung Lisung 
mg mg mg mg 


PH a 
Vor der Nach der 
Garung Girung 


4,32 3,41 61,4 16,3 5, 14,0 
3,44 61,4 13.9 { 16,5 
3,71 61,4 14,9 je 21.0 
5,48 61,4 8.4 53, 50,2 
7,02 61,4 7,5 


Tabelle Ila und Ib zeigen folgende Resultate auf: 

1. Mit fallender Wasserstoffionenkonzentration nimmt die Bildung 
der Apfelsiure zu und ist bei einem Anfangs-py dicht am Neutralpunkt 
am gréBten. Es tritt jedoch im alkalischen Medium eine starke Abnahme 
des Apfelsiurewertes auf, wie aus den beiden Ansitzen Nr. 5 zu ersehen 
ist. Ein Zusatz von CaCO, hat keinen EinfluB. 

2. Bei den Versuchen mit héherer Wasserstoffionenkonzentration 
ist der Wert fiir den restlichen Amino-N gréS8er als am Neutralpunkt 
oder bei der alkalischen Nahrlésung. Die Werte fiir den restlichen 
Amid-N zeigen dagegen keine groBen Unterschiede. Dicht am Neutral- 
punkt und im alkalischen Gebiet ist der Abbau des Asparagins am 
stirksten. 

Der Ausfall an Apfelsiure in alkalischer Nahrlosung steht hier 
im starken Gegensatz zu dem von Dakin Gesagten. Er bekam zwar 
selbst bei der Verwendung von Asparagin und Asparaginsiure be- 
deutend geringere Mengen an Apfelsiure als bei anderen Zusitzen. 
Es liegt deshalb nahe, da8 die Entstehung der Apfelsiure aus Asparagin 
mit dessen verschiedenem Abbau im alkalischen Medium im ursachlichen 
Zusammenhang steht. 

Schmalfuss und Mothes hatten gefunden, daf im alkalischen Medium 
bei einem py == 8 der Abbau des Amid-N sehr rasch vor sich geht, wahrend 
der des Amino-N sehr langsam erfolgt. Wir wiesen friither schon darauf hin, 
daB wir hier zwischen Spaltungen im alkalischen und Spaltungen im sauren 
Medium unterscheiden miissen, ferner, daB es /’. W. Geddes und A. Hunter (4) 
gelungen war, ein Enzym zu isolieren, das sie Asparaginase nannten, in- 
zwischen haben W. Grassmann und O. Mayer (5) die Asparaginase aus Hefe 
isoliert. Sie betonen ausdriicklich die starke Séureemptindlichkeit des 
Enzyms und stellen fest, daB bei einem py 5,0 und 0° C schon nach 
'/, Stunde mehr als zwei Drittel des Enzyms zerstért war. F. W. Geddes 
und A. Hunter geben fiir die maximale Wirkung ein py von 7.0 bis 8,1 an 
bei einem Reaktionsbereich von 5,5 bis 10,3. 

Aus allen diesen Befunden ist zu ersehen, daB im alkalischen 
Medium das Enzym Asparaginase scheinbar das Asparagin zunachst 
in Asparaginsiure umwandelt, die dann von der Hefe weiter als 
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N-Nahrung verbraucht wird. Wir fanden aber bei friiheren Versuchen 
bei denen Asparaginséiure als Stickstoffquelle diente, daB hier nu 


geringe Mengen Apfelsdure entstanden. 


Um Aufklérung iiber den Abbau des Asparagins im alkalischen 
Medium zu erhalten, brachten wir eine Lésung gleicher Konzentration 
mit Na,C O, auf ein pu von 7,6 und lieBen sie vergaren, nachdem vorher 
der Gehalt an Amino- und Amid-N festgestellt worden war. Von 4 zu 
4 Stunden wurden dann Proben entnommen, iiber Kieselgur filtriert 
und im Filtrat die jeweiligen pu und Stickstoffwerte bestimmt. Die 
Untersuchungen ergaben folgende Resultate; sie gelten wieder fiir 
100 cem Lésung: 

Tabelle III. 





Amid-N Amino-N 


mg 


Ansatz mg 


31,5 
21,8 
14,9 
9,1 
1,4 


7,61 
7,19 
7,07 
6,90 
6,40 


— DO 
1 


-) 


> 


1,57 
2.80 
3,94 
1,01 


0,3 g Asparagin 
0,5 ¢ K Hy PO, 
02¢ MgSO, 
1,0¢ Hefe | 


10,0 ¢ Zucker | 


rweo~ 
[Ber 


Bei einem zweiten parallel verlaufenden Versuch wurden auBerdem 
die pu-Werte alle 2 Stunden kontrolliert. 


Tabelle IV. 





Differenz 


Ansatz 


Zucker 
Asparagin 
K Hy PO, 
MgSO, 
Hefe 





20 
22 
24 
26 
28 
30 


Pu 


),87 
6,42 
6,29 
5,92 
5,81 
5,47 
5,20 
4,89 
5,37 
5,43 


5.56 


NH,-N 


mg 


Amid-N 
mg 
29,9 
13,1 
6,7 
26 


1,54 


Amino-N 
mg 
31,5 
19,6 
12,4 
5,8 
4,3 


2,7 


Amino-N : Amid-N 


mg 


Aus den Tabellen und den Abb. 3 und 4 ist ersichtlich, daB 1. dec 
Abbau des Amid-N rascher vor sich geht als der des Amino-N; 2. die 
Differenz Amino-N—Amid-N mit steigendem px immer kleiner wird: 
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3. die Wasserstoffionenkonzentration anwachst, um nach 24 Stunden 
(;irdauer wieder langsam zu fallen. 
Es ist also begriindet, daB im alkalischen Medium zunachst das 
Asparagin in Asparaginséure verwandelt wird, so daB sich der starke 
Ausfall an Apfelsaure hier erklaren laBt. 








mg 
32 
28 
4 
20 
16 
12 
8 
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Pape 
0 ¢ 8 @ 6 cot 
Abb. 3. 








Zusammenfassung. 

Die vorliegende Arbeit diente dazu, festzustellen, ob der Apfel- 
siuregehalt einer mit Asparaginzusatz vergorenen Zuckerlésung mit 
der Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration ansteigt. Anregung 
hierzu gab uns die Arbeit von Dakin, der ausfiihrliche Untersuchungen 
iiber Apfelsiurebildung wahrend der Garung im alkalischen Medium 
in Gegenwart der verschiedensten Stickstoffquellen gemacht hat. Er 
fand allgemein gréBere Ausbeuten, wenngleich Nahrlésungen mit 
Asparaginsaéure- und Asparaginzusatz sogar weniger Apfelsiure auf- 
wiesen als blanke Zuckerlésungen, die er vergoren hatte. Wir deuteten 
schon friiher an, daB die Bildung der Apfelsaure héchstwahrscheinlich 
im unmittelbaren Zusammenhang steht mit dem Stickstoffabbau des 
Asparagins und nahmen an, da8 ein Teil desselben iiber Malaminsaiure 
abgebaut wird, d. h. daB die Aminogruppe schon iiber die Keto- in die 
Oxygruppe iiberfiihrt war, ehe die Amid- zur Carboxylgruppe um- 
gewandelt wurde. Aus unseren Ergebnissen kénnen wir ersehen, daB 


die Mengen Apfelsiure zunehmen, je weiter wir uns dem Neutralpunkt 
nahern, daB im schwach sauren Medium der Abbau des Asparagins 
durch Hefe gleichverlaufend ist dem durch Aspergillus niger, d. h. daB 
die Hefe hier zunachst den Amino-N bevorzugt und so aus dem Asparagin 
iiber Malaminsaure Apfelsiure gebildet wird. Jedoch entspricht die 


Menge bei weitem noch nicht dem angewandten Asparagin. Es scheint 
also doch, wie wir schon friiher sagten, daB ein Teil des Asparagins an 
der Amidgruppe angegriffen wird, so da Asparaginséure entsteht, 
bei deren Vergaérung wir nur verschwindend geringe Mengen Apfelsaure 
erhielten. Dieser Angriff wird scheinbar mit steigender Wasserstoff 
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ionenkonzentration geférdert, was wir aus dem Absinken des Apfel- 
sduregehaltes schlieBen kénnen. 

Des weiteren wurde von uns gefunden, daB im alkalischen Mediuiy 
nur geringe Mengen Apfelsiure auftreten, wir glauben dieses damit 
gut genug begriinden zu kénnen, daB der Abbau des Asparagins durch 
Hefegairung im alkalischen Medium tatsachlich anders verlauft, wie wir 
ebenfalls durch eigene Versuche feststellen konnten. Dadurch, daB dic 
Asparaginase hier ihre Tatigkeit entfaltet und erst den Amid-N angreift, 
erhalten wir zunachst Asparaginsiure, die dann wahrscheinlich tibe: 
Oxalessigsdure in Acetaldehyd verwandelt wird. 

Es ware somit Kléirung tiber den Abbau des Asparagins in ver- 
schiedenem Medium geschaffen. Liegt eine sauer gefiihrte Garung vor, 


so haben wir ein Abbauschema: Asparagin— Malaminsaure —Apfelsaure 


Haben wir dagegen eine alkalisch gefiihrte Garung, so entspricht de: 
Abbau hoéchstwahrscheinlich dem Schema: Asparagin— Asparaginsaure 
(Oxalessigsiure—Acetaldehyd).  Bislang ist es noch nicht gelungen, 
das Zwischenprodukt Oxalessigsiure zu fassen, jedoch hatten wir schon 
friiher Versuche in dieser Richtung unternommen, wenn auch ohne 
positiven Erfolg. Nach allen diesen Befunden erscheint es unwahr- 
scheinlich, daB, wie Kostytschew und Frey annehmen, Apfelsiure haupt- 
sichlich durch Reduktion von Oxalessigsiure entsteht. DaB fiir dic 
Bildung der Apfelsiure die verschiedensten Stoffe in Frage kommen, 
ersehen wir aus Dakins Versuchen, daB aber Asparagin ebenfalls in 
diese Saure tibergefiihrt wird, glauben wir hiermit bewiesen zu haben. 
Zum SchluB sei noch auf einen Weg des Asparaginabbaues hingewiesen, 
der ebenfalls zur Apfelsiurebildung fithren kann. A. I. Virtanen und 
J. Tarnanen (6) ist es gelungen, ein Ferment Aspartase zu isolieren, das 
aus |-Asparaginsiure Fumarsiure und NH, bildet. Dieser Vorgang ist 
reversibel. Aus der Fumarsaiure kann, wie K. P. Jacobsohn (7) zeigte. 
durch fermentative Wasseranlagerung mit Hilfe der Fumarase Apfelsaure 
gebildet werden. Die Aspartase soll weit verbreitet im Pflanzenreich, 
in Erbsenkeimlingen, jungem Gras, in Bakterienarten usw. vorkommen: 
ihre Anwesenheit in der Hefezelle konnte aber bisher noch nicht 
festgestellt werden. 
Literatur. 
1) Glimm u. Nitzsche, diese Zeitschr. 253, 318, 1932. 2) Dakin. 
J. of bicl. Chem. 61, 139, 1924. — 3) Schmalfuss u. Mothes, diese Zeitschr. 
221, 134, 1930. 4) F. W. Geddes u. A. Hunter, J. of biol. Chem. 77, 197. 
1928. — 5) W. Grassmann u. O. Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 185, 
1932/33. — 6) A.Jl. Virtanen u. J. Ternanen, diese Zeitschr. 250, 1938. 
1932. — 7) K. P. Jacobsohn, ebenda 234, 401, 1931; 239, 449, 1931; 243 
1, 1931/32. 
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Weitere Untersuchungen 
iiber Stoffwechsel und Anaerobiose von Gewebekulturen. 


Von 
H. Laser, 
(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1934.) 


I. Anaerobiose von Herzexplantaten. 

Bringt man Gewebekulturen embryonaler Gewebe nach eintagigem 
aeroben Wachstum in Stickstoff, so setzen sie ihre Auswanderung und 
ihr Wachstum tiber langere Zeit fort, wobei es innerhalb dieser Zeit zu 
einer etwa gleich groBen Massenzunahme wie in Sauerstoff kommt!?. 
Bisher wurde auf diese Weise untersucht: embryonales Hiihnerbinde- 
gewebe (Osteoblasten), embryonales Irisepithel und Leucocyten vom 
erwachsenen Huhn. Mit der gleichen Methode (I. ¢.) wurden nun Leber 
und Herz untersucht. 

Wahrend es bei Reinkulturen von Leberepithel? nicht gelang, 
anaerobes Wachstum zu erhalten, zeigten die Herzkulturen ein gewisses 
Wachstum, wobei die Pulsationen tiber mehrere Tage erhalten blieben. 
Die Herzgewebekulturen stammten aus der Ventrikelmuskulatur 
siebentagiger Hiihnerembryonen. Sie setzen in der Regel in vitro 
tagelang, etwa 1 Woche und langer, ihre Pulsationen fort. Ist das 
Nahrmedium reich an N-haltigen Nahrsubstanzen, wie z. B. Serum 
oder Embryonalextrakt, so wird das Kulturstiickchen sehr bald von 
einem groBen Wachstumshof von Zellen umgeben, die nur zum geringen 
Teil aus Muskelzellen, hauptsaichlich aus undifferenziertem Binde- 
gewebe bestehen. Hierdurch wird die Pulsation des Gewebes stark 
erschwert und kommt schon nach einigen Tagen zum Stillstand. Dies 
laBt sich vermeiden, wenn man die Kulturen mit Tyrode-Bicarbonat 
(450 ccm pro 1 cem) iiberschichtet. Im Gasraum befindet sich 5°, CO, 
in O,. Hierin schlagen die Explantate etwa 8 bis 10 Tage. Der Rhythmus 
ist bedeutend langsamer, als der des Herzens des entsprechend alten 
Embryos. Die Kulturen in vitro stabilisieren sich nach kurzer Zeit 
auf einen eigenen Rhythmus, den sie tiber lange Zeit beibehalten. 
Jedenfalls schlagen die Kulturen als Ganzes koordiniert. Auch ohne 
Nahrstoffe breiten sich die Kulturen mit O, im Gasraum stark aus, 
ohne daB es zu einem wesentlichen Zuwachs neuer undifferenzierter 


1 H. Laser, diese Zeitschr. 264, 72, 1933. — * L. Doljansky, C. vr. Soe. 
Biol. 101, 754, 1929. 
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Zellen kommt. Man sieht deshalb die Wachstums- oder besser Aus 
breitungszonen rhythmisch mit dem zentralen Teil der Kultur pulsieren 

Bringt man derartige Explantate unmittelbar oder 1 Tag nach dem 
Kinsetzen in das KulturgefaB in 5°, CO, in N,, so nehmen auch diese 
Kulturen ihre Pulsationen auf bzw. setzen sie fort. 

Die Schlagfolge in N, war stets schneller als in O, und entsprach 
etwa der des Herzens im Embryo. Die Pulsationen in N, dauern im 
ganzen in der Regel 3 Tage und sind wahrend der ersten 2 Tage ebenfalls 
koordiniert. Spater sind es nicht mehr echte Kontraktionen des ganzen 
Stiickes, sondern wellenférmige Kontraktionen, die iiber die Oberflache 
und die Rander des Stiickes hinweglaufen. Im Gegensatz zu den Kulturen 
in O, breiten sich diese Kulturen nicht aus, scheinen sich eher sogar 
noch zusammenzuziehen. Die Anderung in der Schlagart und das 
verhaltnismaBig friihe Aufhéren der Pulsationen finden ihre Erklarung 
im histologischen Bild. Wahrend der Schnitt der Kulturen in O, nur 
lebende, intakte, gut farbbare Zellen zeigt, ist bei den Kulturen in N, 
am dritten Tage fast das ganze Innere nekrotisch bzw. sehr stark de- 
generiert. Nur die Oberfliche des Stiickes wird von wenigen Reihen 
intakter, gut farbbarer Zellen umgeben. Die mangelnde Ausbreitung 
des frischen Explantats verhindert somit die Diffusion der anaerobioti- 
schen Abbauprodukte und bewirkt durch die Nekrose des Zentrums 
das verhaltnismaBig friihe Aufhéren und die besondere Form der 
Pulsationen. 

II. Versuche mit Blausiure. 


Normale Bindegewebskulturen kénnen, ebenso wie in Stickstoff, 
auch nach der Hemmung ihrer Atmung durch Blausdéure langere Zeit 
leben und wachsen. 


Der Stoffwechsel mit Blausaéure vergifteter Kulturen wurde in 
der friiher! beschriebenen Anordnung manometrisch gemessen. Jedoch 
wurde bei der Berechnung der GefaéBkonstanten die Retention fiir 
Milchsaure, nicht fiir CO, zugrunde gelegt, da die auftretende Kohlen- 
siure zum iiberwiegenden Teil durch fixe Saure ausgetrieben ist. Die 
KCN-Konzentrationen im Serum betrugen n/500 bis n/5000. Im Gas- 
raum befanden sich 5% CO, in O, baw. 5% CQ, in Ng. 

Als Material dienten Reinkulturen von embryonalem Bindegewebe 
(Osteoblasten). Die Kulturen wuchsen bis zum Beginn der Messung 
(2 bis 6 Tage) im gewoéhnlichen Medium. Die Blauséiure wurde etwa 
1 Stunde vor Beginn der Messung hinzugefiigt. 

Die angewandten KCN-Konzentrationen ergeben in jedem Falle 
eine starke Hemmung der Atmung. Diese Hemmung zeigt eine gewisse 
Beziehung zu der absoluten GréBe der Atmung, die die unvergifteten 
Kulturen an dem betreffenden Tage zeigen. Es war gefunden worden 


1 H. Laser, diese Zeitschr. 251, 2, 1932. 
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(i. c.), daB die Kulturen am zweiten Tage, dem Tage ihrer relativ gréBten 
Zellauswanderung, die héchste Atmung haben, Qo, = 25 bis 30. An 
diesem und dem folgenden Tage, an denen die Kulturen wahrscheinlich 
unter optimalen Stoffwechselbedingungen stehen, ist die Blauséure- 
hemmung der Atmung bei n/1000 KCN verhaltnismaBig gering, etwa 
60% (s. Tabelle 1), wahrend sie spiter bei der gleichen Konzentration 
75% betragt. 
Tabelle 1*. 
Stoffwechselgr68en normaler und mit n/1000 KCN vergifteter 
Gewebekulturen. 





Versuch O N Atmungs- 
prsuc - | > : 

N A se | Ov | Oi? | -Q. hemmung 
Nr. 


477 lo f normal 25,6 17,8 51,2 

524/37 “ \i KCN 11,0 10,0 48,7 

428 { normal 13,8 19,7 36,8 

518/35 \] KCN 6, 27,2 46,1 

426/71 ‘| normal = 14, 29,0 55,4 ; 

541 SU BON 4, 29,8 37,8 aI 

427 { normal 2, 31,8 48,5 1,31 

532 { KON 3 30,7 46,0 4.6 

469 g {normal 8, 20,9 32,7 1,35 

520 > \) KCN 2, 31,8 44.0 grok 77,0 


Das wesentliche Ergebnis dieser Messungen ist nicht die Hemmung 
der Atmung durch Blausaure, sondern die GréBe des Me yerhof- Quotienten. 
Wahrend dieser bei unvergifteten Bindegewebskulturen im Mittel 1,42 
betragt, ist er in den Blausiureversuchen, in denen er errechenbar ist, 
im Mittel 3,5. In einigen Versuchen, in denen die Atmung absolut 
nur sehr klein bzw. unmefSbar, aber in ihrer Wirkung deutlich erkennbar 
ist, ist er als ,,groB‘ bezeichnet. 


Tabelle II. 


StoffwechselgréBen von Gewebekulturen bei verschiedenen 
Konzentrationen von KCN, 





Atmungs- 

Versuch ‘ O. No b “ 

- ag Vo, Oy OW M.-Q. — 
Nr. + No 


426/71 normal | 14,7 29,0 55,4 1,80 
545 KON n/5000| 4,9 35,1 53,6 3,80 67 
541 KON 1/1000) 4,0 29.8 37,8 2,00 73 
515 KCN n/509 » 0 16,5 24,0 grob 93 
_586 KCN n/500 | +0 515 65,0 groB 100 


* Die Normalwerte der Tabellen I bis II] sind einer friiheren Arbeit 
entnommen, stellen also keine absoluten, sondern nur relative Vergleichs- 
gr6Ben dar. 
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Diese Erhéhung des Oxydationsquotienten bedeutet, daB derjenige 
Teil der Atmung, der blausiureunempfindlicher ist, einen besonders 
groBen Anteil an der Verhinderung des Spaltungsstoffwechsels, also 
an der Pasteurschen Reaktion, hat. Es ist méglich, daB in dem vor- 
liegenden Falle dem durch das gelbe Atmungsferment Warburgs kataly- 
sierten Anteil der Atmung eine solche besondere Rolle zufallt. Man 
wiirde dann annehmen miissen, daB nicht die durch die verschiedenen 
Atmungsfermente bedingte Atmung als Ganzes eine bestimmte Wirkung 
ausiibt, sondern da die verschiedenen Komponenten der Atmung 
qualitativ eine biologisch differente Funktion besitzen. In Uberein- 
stimmung hiermit steht eine Angabe von B. Mendel!, der mit Oxy- 
carbonylverbindungen (Acetol und Dioxyaceton) in Konzentrationen 
von 3.10-2mol. beim Jensen-Rattensarkom eine 50- bis 60 %ige 
Atmungshemmung fand, ohne daf dadurch die Wirkung der Atmung 
auf die Garung beeinfluBt wurde. Von der Atmung des Tumorgewebes 
ware danach nur ein Teil, etwa die Halfte, auf die Garung wirksam, der 
Rest ware nicht mit der Garung gekoppelt. Es sei jedoch betont, dal} 
der vorliegende Fall nicht zu prinzipiellen Schliissen hinsichtlich der 
Rolle des gelben Atmungsferments iiberhaupt berechtigt, da z. B. 
Milchséurebakterien, die nur gelbes Atmungsferment, kein Hamin- 
ferment, besitzen, einen sehr niedrigen Oxydationsquotienten haben. 
etwa 0,5. 


Ill. Versuche mit gelbem Atmungsferment und gelbem ” Farbstoff 
(Laetoflavin) *. 


Entsprechend der in dem vorhergehenden Abschnitt wieder- 
gegebenen Hypothese wurde versucht, denjenigen Teil der Atmung, 
der auf dem gelben Ferment beruht, durch Hinzufiigen des Ferments 
bzw. der eiweiBfreien Farbkomponente, zu erhéhen. Als Material 
dienten normale Bindegewebskulturen, die einen dem Stoffwechse! 
der Tumoren gleichenden Stoffwechseltypus besitzen. Ein positiver 
Effekt miiBte sich dann nicht so sehr in einer absoluten Erhéhung der 
Atmung als in einer Abnahme der aeroben Glykolyse und Erhéhung 
des Meyerhof-Quotienten au ern. 

Das rohe Ferment*® wurde nach der Vorschrift von O. Warburg in der 
zehnfachen Menge Wasser gelést, dann der 20. Teil einer 20° igen NaC- 
Losung hinzugefiigt, kurz mit 15000 Touren zentrifugiert. Von der iiber 


1 B. Mendel, Klin. Wochenschr. 9, 118, 1930. — ? Herr Professo: 
O. Warburg war so liebenswiirdig, uns eine gréBere Menge Atmungs- 
ferment, Herr Dr. Wagner-Jauregg, Lactoflavin zur Verfiigung zu stellen. 
wofiir ich auch an dieser Stelle bestens danken méchte. — * O. Warbury 
u. W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932; 257, 492, 1933; 266 
377, 1933. 
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stehenden klaren, gelben Fliissigkeit wurden 10 Vol.-°, zu dem Serum, 
in dem die Messungen vorgenommen wurden, hinzugefiigt. Die Ferment- 
menge, die 1,0 ccm Serum enthielt, entsprach 1,8 y Farbstoff. Die eiweiB- 
haltige Fermentlésung ist nicht sterilisierbar. Dies spielt bei kurzen, sich 
unmittelbar an das Hinzufiigen des Ferments anschlieBenden Versuchen 
keine Rolle. Jedoch haben wir auch zahlreiche langdauernde (12- bis 
24stiindige) Versuche ausgefiihrt, ohne makroskopisch Anzeichen einer 
Infektion zu beobachten, die sich iibrigens im Manometerversuch durch 
plétaliche und unregelmaéBige Druckinderungen éuBern wiirde. 


Der gelbe Farbstoff, Lactoflavin, der sich durch mehrfaches kurzes 
Aufkochen sterilisieren 148t, wurde ebenfalls in 4/;, Volumen zum Serum 
zugesetzt. Das Serum enthielt in 1,0 cem 11,8 y Farbstoff. 


Wahrend der Zusatz von Ferment in zahlreichen Versuchen weder 
einen Einflu8 auf die Héhe der Atmung, noch auf ihre Wirksamkeit, 
noch auch auf die Hohe der anaeroben Glykolyse ausiibte, besaB der 
reine Farbstoff! eine deutliche Wirkung (s. Tabelle ITI). Diese auBerte 
sich entweder in einer Erhéhung der Atmung, welche ihrerseits eine 
Abnahme bis zum volligen Verschwinden der aeroben Glykolyse zur 
Folge hatte, oder sie auBerte sich nur in einer Verkleinerung der aeroben 
Glykolyse ohne absolute Erhéhung des Qo,, d. h. in beiden Fallen war 
die Wirksamkeit der Atmung hinsichtlich der Pasteur-Meyerhofschen 
Reaktion gesteigert, der Meyerhof-Quotient erhéht. Die anaerobe 
Glykolyse wurde nicht beeinflu8t. Damit nahert sich also der Stoff- 
wechsel der Bindegewebskulturen demjenigen der koordiniert wachsenden 
Gewebszellen an. 

Tabelle III. 
EinfluB von gelbem Atmungsferment und gelbem Farbstoff 
(Lactoflavin) auf die Stoffwechselgré8en wachsender Gewebe- 
kulturen. 





Fermentkonzentration in 1,0cem Serum = 1,8 y Farbstoff 
Farbstoffkonzentration ,, 1,0 ., * = 11,8 y 
| Hemmung 
yersuc 9 No ler aerobe 
Versuch Tag Q, Qo? gy: u-0. ( Civkelyes 
Nr. Plo 
470 \4 normal 15,4 20,8 48,2 1,78 
33/10 | Ferment 13,0 24.6 47,8 1,78 +0 
428 { normal 13,8 19,7 36,8 1,24 
33/12 | Farbstoff 14,0 11,4 43,8 2,30 42 
477 normal 25,6 17,8 51,2 1,31 
33/13 | 9 | Farbstoff 33,8 0 61.8 1,80 100 
33/14 | Ks | Farbstoft 30,2 11,4 74,0 2,06 42 
33/15 Farbstoff | 28,8 0 52,1 1,89 100 


1 R. Kuhn, P. Gyérqgy, Th. Wagner-Jauregg, Chem. Ber. 66, 1034, 1950, 
1933. 
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Die Wirkungslosigkeit des Ferments im vorliegenden Falle kann 
dadurch erklirt werden, daB das Ferment infolge seines gréBeren 
Molekiils in die Zellen nicht oder nicht in geniigender Menge eindringt 
vielleicht auch dadurch, daB es in der angewandten Konzentration 
nicht in geniigender Menge vorhanden war. Im Gegensatz dazu dringt 
der Farbstoff sicherlich leichter in die Zellen ein. 

Die Einwirkung des Lactoflavins auf Tumor-Schnitte oder -Kulture: 
konnte vorldufig noch nicht untersucht werden, da die Arbeit aus 
aiuBeren Griinden abgebrochen werden muBte. 


Zusammenfassung. 


I. Kulturen von Herzgewebe leben anaerob langere Zeit, wobec: 
sie iiber 3 Tage ihre Pulsationen beibehalten. — Il. Der Atmungsrest 
mit Blausaéure vergifteter Bindegewebskulturen besitzt eine relatiy 
héhere Wirkung auf die Garung als die ganze Atmung. — III. Zusatz 
von gelbem Farbstoff (Lactoflavin) zu Bindegewebskulturen steigert 
die Wirksamkeit der Atmung auf die Garung, teils mit, teils ohn 
absolute Erhéhung der Atmung. 
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Notiz zur quantitativen Bestimmung des Gesamtphosphors 
sowie des organischen und anorganischen Phosphors mittels 
des Pulfrichschen Stufenphotometers. 


Von 
Carl Urbach. 
(Aus dem Physiologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1934.) 


Eine bereits friiher veréffentlichte stufenphotometrische Bestim- 
mung des Phosphors im Harn (1) (2) hatte den Nachteil, daB die 
Farblésungen, welche zwar im Vorratskolben noch 30 Minuten nach 
der Herstellung konstant blieben, bereits 2 bis 3 Minuten nach Ein- 
fiillung in die Kiivette eine Anderung der Farbintensitat aufwiesen, 
so daB bei einer eventuell langeren Messung (durch ungeiibte Beob- 
achter) Fehlerméglichkeiten gegeben waren. 


Entsprechende Versuche ergaben nun, daB die Farblésung bei 10 Minuten 
langer Bestrahlung mit der Stupholampe ein Farbmaximum aufweist, das 
durch etwa 20 Minuten konstant bleibt. Durch VergréBerung der Carbonat- 
sulfitmenge kann die Farbintensitaét und damit die Empfindlichkeit der 
Reaktion gesteigert werden, und zwar im Vergleich mit der bisherigen 
Methode um etwa 25°. Kieselsféure und Arsenséure bilden nach Zusatz 
von Molybdansaure bei Reduktion einen blauen Farbkomplex, welcher 
der reduzierten Phosphormolybdanséure sehr ahnlich ist. Wenn auch 
der Gehalt an Kieselsiure im normalen Harn gering ist (etwa 30 mg SiO, 
pro Liter!) (3) und mit Arsenséiure in normalen Fallen nicht zu rechnen 
ist, so empfiehlt es sich doch, schon mit Riicksicht auf die Pathologie, auch 
diese damit bedingten Stérungen auszuschalten, indem man noch vor 
Zusatz der Molybdanséure Natriumbisulfit zugibt (4). Dadurch wird auch 
die st6rende Wirkung des etwa méglicherweise! vorhandenen dreiwertigen 
Eisens aufgehoben, da dieses bei Gegenwart von Bisulfit in das fiir unsere 
Reaktion indifferente zweiwertige Eisen iiberfiihrt wird (6). 

Es wird also nach der bisherigen Vorschrift gearbeitet, wobei 
aber folgende Abanderungen zu beachten sind: 

1. Bei der Bestimmung des gesamten und organischen Phosphors 
wird der vorschriftsmaBig behandelte Harn vor der Farbung noch mit 
Natronlauge neutralisiert. 2. Vor Zugabe der Molybdanséurelésung 
werden noch 5 ccm 7 %iger Natriumbisulfitlésung zugesetzt. 3. Bereits 
5 Minuten nach Zugabe der Hydrochinonlésung kann die Carbonat- 
sulfitmischung zugegeben werden, und zwar statt 25cem 32 ccm. 


1 Im normalen menschlichen 24stiindigen Harn sollen nach Angabe 
verschiedener Autoren kleine Eisenmengen (etwa 1—5 mg) in organischer 
Bindung ausgeschieden werden. Nach neuesten Untersuchungen (Lintzel) 
ist im normalen Harn kein Eisen vorhanden‘ (5). 
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4. Die stufenphotometrische Messung erfolgt erst nach 10 Minuten 
langer Bestrahlung der gefillten Kiivette durch die Stupholampe. 
5. Statt der friiheren Eichkurven wird die Tabelle I benutzt, welche 
die direkte Feststellung der in der Farblésung enthaltenen Phosphor- 
menge in mg ermdglicht. 

Die so durchgefiihrten Harnanalysen wiesen im Vergleich mit der 
urspriinglichen stufenphotometrischen Methode (1) identische Werte auf. 
Auf ihre Wiedergabe wird hier aus raumtechnischen Griinden verzichtet. 
Ebenso sei deshalb von einer tabellarischen Ubersicht eines Vergleiches 
mit gravimetrischen bzw. titrimetrischen und kolorimetrischen Methoden 
abgesehen. 

Literatur. 

1) C. Urbach, diese Zeitschr. 289, 28, 1931. — 2) Derselbe, ebenda 239, 
182, 1931. — 3) P. Rona, Prakt. d. physiol. Chem. 2, 403. Berlin, Julius 
Springer, 1929. — 4) EH. T'schopp u. E. Tschopp, Helv. Chim. Acta 15, 793, 
1932. — 5) P. Rona, 1. c., 373. — 6) EB. Tschopp u. E. Tschopp, |. ¢. 
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Uber den Einflu8 von a- 
und £-Glucosiden auf die Phosphorylierung von Traubenzucker. 


Von 
Emil Abderhalden und Georg Effkemann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. d. 8.) 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der deutschen Gemeinschaft zur Férderung und 
Erhaltung der Forschung.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1934.) 


Der Umstand, daB es gelingt, durch parenterale Zufuhr nicht nur 
von Eiwei8 und Peptonen, sondern auch von Rohr- und Milchzucker! 
das Auftreten von Fermenten im Blute und anschlieBend im Harn 
herbeizufiihren, die imstande sind, das injizierte Substrat zu spalten, 
fiihrte uns zur Fragestellung, ob die gleiche Erscheinung sich durch 
Zufuhr von Glucosiden hervorrufen l48t. Wir wahlten zunichst 
Amygdalin und priiften, ob durch wiederholte parenterale Zufuhr 
dieser Verbindung Erscheinungen zu beobachten sind, die sich auf eine 
Spaltung unter Bildung von Blausaéure zuriickfiihren lassen, d. h. wir 
fahndeten auf das Auftreten von Emulsin. Es war an und fiir sich 
unwahrscheinlich, daB ein Fermentkomplex gebildet werden wiirde, 
der dem héheren tierischen Organismus vollkommen fremd ist. Es 
zeigte sich denn auch, daB in keinem Falle (Versuchstiere Hunde und 
Kaninchen) eine Spaltung des zugefiihrten Amygdalins in Blausiure, 
Benzaldehyd und Traubenzucker eintrat. Es verblieb die Méglichkeit 
einer Hydrolyse in Glucose und Mandelnitrilglucosid. Fiir einen solchen 
Vorgang schien die Beobachtung zu sprechen, daB nach parenteraler 
Zufuhr von Amygdalin Kaninchen neben unverandertem Glucosid 
Traubenzucker ausschieden, und ferner die im Harn _ auftretende 
Amygdalinmenge hinter der parenteral zugefiihrten zuriickblieb (aus- 
geschieden wurden innerhalb 144 Stunden 58 bis 76°). 

Die zur Amygdalinbestimmung angewandte Methodik war die folgende: 
Der Kaninchenharn wurde filtriert und gegen Lackmuspapier neutralisiert. 
Hierauf wurde im Faust-Heimschen Apparat zur Trockne verdampft und 
der Riickstand in 5cem Pufferlésung von py 6,4 aufgenommen. Nach 
Zugabe von Emulsin (10 bis 20 mg) wurde das Gemisch 48 Stunden bei 37° 
aufbewahrt und hierauf die gebildete Blausiure mikroanalytisch nach 
Brunswik? bestimmt. Das gebildete Silbercyanid wurde nicht gewogen, 
vielmehr titrierten wir das unverbrauchte Silberion nach Volhard zuriick. 
Wie Vorversuche ergaben, zeitigt die Methode gute Resultate. 


1 Vgl. hierzu Emil Abderhalden u. S. Buadze, Fermentforschung 13, 
228, 291, 1932. — # Osterr. Bot. Zeitschr. 74, 58, 1923. 
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Vorversuch. 100 mg Amygdalin in 2 cem Pufferlésung (py 6,4) + 2 cem 
Wasser + Emulsin. Vorlage 10 cem n/10 AgNO,, verbrauchte Ammonium- 
rhodanidlésung 7.9eem. 2,1 eem AgNO, = 0,0993 g Amygdalin. In einem 
weiteren Versuch wurden an Stelle von Wasser 2 cem Harn hinzugegeben. 
Das Ergebnis war das gleiche wie beim Versuch mit Zugabe von Wasser. 

Uber den zeitlichen Verlauf der Ausscheidung unterrichtet der 
folgende Versuch. 

Kaninchen Nr. 2. 


Subcutane Zufuhr von 1,0 g Amygdalin (17. Oktober 1933). 





Tagliche Eingedampfte ‘ 2 
Datum ree eel eaaiine Verbrauchte Amygdalin 
cem n 10 AgNO, 


1933 ecm eem g 


18. X. 55 “ie 3,6 0,165 
19. X. 260 50 14 0,330 
20. X. 155 50 1,0 0,137 
91. X. 225 59 03 0,061 
92. X. 130 en 0,45 0,022 
23. X. 220) 100 0 | 0.0 
0,715 
— 71,5% 


Nach Wiederholung der Einspritzung nahm die Menge des aus- 
geschiedenen Amygdalins ab (erste Injektion 71,5, zweite 76,3, dritte 
62, vierte 58%). 

Im Verfolg der gemachten Feststellungen, wonach ein Teil des 
parenteral zugefiihrten Amygdalins der Wiederauffindung entgeht, 
haben wir festzustellen versucht, ob das Blutplasma bzw. -serum bzw. 
der Harn der gespritzten Tiere die Fahigkeit gewinnt, Amygdalin zu 
spalten. Wir stieBen dabei auf Komplikationen, und zwar insbesondere 
bei Anwendung der optischen Methode. Es zeigte sich, daB beim Zu- 
sammenbringen von Serum und Amygdalin eine erhebliche Veranderung 
der Anfangsdrehung des Gemisches eintritt, die jedoch auch bei Ver- 
wendung von Serum zu beobachten war, das mehrere Stunden auf 60° 
erwarmt worden ist. Wir vermuten auf Grund von entsprechenden 
Beobachtungen unter Anwendung von Lésungen von Aminosauren 
(Glykokoll, Alanin, ferner von d, l-Leucyl-glycyl-glycin und von 
Seidenpepton), da eine Kombination des Amygdalins mit EiweiB 
bzw. EiweiBabkémmlingen an der beobachteten Drehungsaénderung_ be- 
teiligt ist!. Es wird der erwahnte Befund weiter verfolgt. Bemerkt 


1 Es sei in dieser Hinsicht auf entsprechende Beobachtungen von 
Walter F. Gobel, F. H. Babers u. O. T. Avery (J. exper. Med. 55, 761 u. 769, 
1932), ferner K. Maurer u. B. Schiedt (Zeitschr. f. physiol. Chem. 206, 125, 
1932), C. Neuberg u. M. Kobel (diese Zeitschr. 182, 273, 1927), Waldschmidt- 
Leitz u. Rauchalles (Chem. Ber. 61, 645, 1928), vor allem auf die mit aus- 
fiihrlichen Literaturangaben versehene Arbeit von H. v. Euler u. Brunius 
(Liebigs Ann. 269, 208, 1928), verwiesen; vgl. ferner EZ. Abderhalden u. LE. v. 
Ehrenwall, Fermentforschung 18, 262, 1932. 
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sei noch, daB nach Einspritzung von Amygdalin ein Absinken des Blut- 
zuckergehalts beobachtet wurde. So betrug der Blutzuckergehalt bei 
einem Hund nach subcutaner Einspritzung von 7,0 g Amygdalin bei 
einem Anfangswert von 0,124 °, nach !/, Stunde 0,080, nach 3 Stunden 
0,068, nach 5 Stunden 0,072 und nach 24 Stunden 0,123°. Eine Aus- 
scheidung von Zucker im Harn wurde bei diesem Tier nicht beobachtet. 


Unser Augenmerk richtete sich auf Grund der im hiesigen Institut 
gemachten Beobachtungen von FE. Wertheimer! iiber den Einflu8 von 
Phlorrhizin auf den Vorgang der Phosphorylierung und der Befunde 
von £. Lundsgaard* iiber den gleichen Vorgang auf die Méglichkeit 
einer analogen Wirkung beim Amygdalin. Es war die Méglichkeit einer 
Komplikation bei der Verfolgung des Verhaltens von Amygdalin im 
tierischen Organismus gegeben, die zuerst geklart werden muBte, bevor 
wir die eingangs gestellte Fragestellung in eindeutigem Sinne priifen 
konnten. Wir haben deshalb in Analogie mit den von FE. Wertheimer 
durchgefiihrten Untersuchungen gepriift, welchen Einflu8 Amygdalin 
auf die Resorption von Traubenzucker aus dem Darmkanal hat. Ferner 
untersuchten wir die Riickresorption von Glucose in den Nieren- 
kanalchen*. Wir verfolgten ferner noch die Phosphorylierung im 
mit Natriumfluorid vergifteten Froschmuskelextrakt mit und ohne 
Zusatz von Glucosiden. Bei der Durchfiihrung der zuletzt genannten 
Versuche hielten wir uns an die von K. Lohmann* gegebenen Versuchs- 
bedingungen. Allen Ansaétzen wurden 5mg Glykogen beigefiigt, um 
eine ausreichende Menge an Substrat zu gewahrleisten. Es seien im 
folgenden einige Beispiele fiir den Ausfall der Versuche wiedergegeben. 


Versuch 1. 
Je 1,4ceem Extrakt mit Bicarbonat, Phosphat und Zusétzen auf 2,6 cem 
gebracht. n/100 NaF. 5mg Glykogen. 





PO; > O. Veresterun 

ust oh P2 0s 0 6 Bemerkungen 
mg verestert 0 

1,540 Ohne Glucosidzusatz. 

1,120 0,420 27,3 

1,365 n/25 Amygdalinzusatz. 


1,225 0,140 10,3 


1 Pfliigers Arch. 2338, 514, 1933. — * Diese Zeitschr. 264, 209 u. 221. 
1933. — 8 Vgl. hierzu auch Hans Hdusler, Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 153, 187, 1930. — ‘4 Diese Zeitschr. 222, 324, 1930; K. Lohmann 
u. L. Jendrassik, ebenda 178, 419, 1926. Die Méglichkeit, das von den 
letzteren Autoren zur Phosphorsiurebestimmung empfohlene Eikonogen 
(1, 2, 4-Aminonaphtholsulfosiure) zu verwenden, verdanken wir der Giite 
des Herrn Kollegen K. Lohmann. Es sei ihm auch an dieser Stelle fiir die 
Uberlassung des Praparats gedankt. 
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Versuch 2. 
Je 1,6cem Extrakt auf 3,0cem mit Zusatzen gebracht, n/100 NaF. 
5mg Glykogen. 





P20; mg P.O Veresterung re 
mg verestert Bemerkungen 
2,128 Ohne Glucosidzusatz. 

1,400 0,728 

1,288 0,840 

2,128 n/l0 Amygdalinzusatz. 
2,016 5,8 

1,848 2 13,2 


Versuch 3. 
Je 1,6cem Extrakt wurden auf 3,0cem gebracht. Zusatze: Bicarbonat, 
n/100 NaF, Glykogen, Phosphat. 





Zeit P. Os mg P.O; Veresterung | Hemmung 


Std. | ng verestert Of, 0 Bemerkungen 


0 


1,276 Ohne Glucosidzusatz. 
1,008 0,268 21,1 
0,756 0,520 40,9 


1,276 n/50 Amygdalinzusatz. 

1,120 0,156 12,3 41,7 

1,064 0,212 16,7 59,2 

Aus den mitgeteilten Daten geht ohne weiteres hervor, dafB Amygdalin 

die Phosphorylierung stark hemmt. Auf Grund dieser Beobachtung 
haben wir weitere Glucoside auf ihr Verhalten gegeniiber der Phosphory- 
lierung gepriift, und zwar Salicin, Arbutin, Phenol-x- und -B-d-glucosid!, 
Phenol-x- und -f-d-galactosid'. Zum Vergleich haben wir Versuche 
mit Phlorrhizin zwischengeschaltet. Uber die erhobenen Befunde 
unterrichten die Versuche 1 bis 7. 


Versuch l. 


Je 1,8cem Extrakt auf 3,5cem; n/75 NaF; Zusaétze; 5mg Glykogen. 





Zeit P.O; mg P.O; Veresterung Hemmung 


Std. mg verestert on J Bemerkungen 


2.9176 Ohne Glucosidzusatz. 
2,296 | 0,621 

2,240 0,677 

2,917 Zusatz von n/50 Salicin. 
2,408 0,509 7, 18,5 

2,352 | 0,565 19 16,7 

2,917 Zusatz von n/50 Arbutin. 
2,917 es, 100 

2.576 | 0,341 49,7 


1 Diese Glucoside verdanken wir der Giite des Herrn Kollegen Prof. 
Dr. Helferich-Leipzig. Es sei ihm auch an dieser Stelle herzlich dafiir gedankt. 
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Je 2,0cem Extrakt auf 3,8 cem; n/50 NaF. 





P20; mg P20; 
mg verestert 


1,536 
0,864 
0,800 
1,536 
1,182 
1,025 
1,536 
1,536 0 

1,249 0,287 


0,672 
0,736 


0,354 
0,511 


Veresterung Hemmung 


0 
%o 0 


43,9 
48,0 


23,0 
33,3 


47,6 
30,5 


160 
18,7 61 


Versuch 3. 


Bemerkungen 


Ohne Glucosidzusatz. 


Zusatz von n 50 Salicin. 


Zusatz von n/50 Arbutin. 


Je 1,8 cem Extrakt auf 3.6 cem; Zusatze; n/75 NaF. 





P2 O05 mg P.Os 
mg verestert 


2,262 
1,234 
0,842 
2,262 
2,262 0 

2,043 0,219 


1,028 
1,420 


Veresterung Hemmung 


0 0), 
0 0 


45,6 


0 
9,7 


Versuch 4. 


Bemerkungen 


Ohne Glucosidzusatz 


Zusatz von n/75 Phlor- 
rhizin. 





P2 O05 mg P.O; 
mg verestert 


2.182 
1,269 
0,976 
2.182 
1,479 
1,030 
2,182 
1,752 
1,415 
2.182 
1,978 
1,566 
2.182 
2,182 
1,995 
2,182 
1,543 
1,112 


0.913 
1.206 


0.703 
1,152 


0,430 
0.767 


0,204 
0,616 


0 
0,187 


0,639 
1.070 


Veresterung 


Hemmung 
0/. 4) 


0 


22,9 
9,5 


52,9 


36,4 


77,6 
8,7 


100 
84.4 


30.0 
11,3 


Bemerkungen 


Ohne Glucosidzusatz. 


Zusatz von n/25 Salicin 


Zusatz vonn/25 Amygdalin. 


Zusatz von n 25 Arbutin. 


Zusatz von n/50 Phlor- 


rhizin. 


Zusatz von n/750 Phlor- 
rhizin. 
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Versuch 5. 


Je 1,6cem Extrakt auf 3,0cem mit Zusaétzen; n/75 NaF. 








Zeit mg P, O; bei mg P.O; bei Zusatz von mg O; bei Zusatz von 
Std. normalen Zusatzen n/20 ne Me -a-d-glucosid n/20 Phenol. 3-d-glucosid 
2,32 2,32 2,32 
2 1,92 2,07 2,26 
4 1,82 1,92 2,07 
Zeit mg P,O; bei Zusatz von mg P20; bei Zusatz von 
Std. n/20 Phenol-e-d-galactosid n/20 Phenol-3-d-galactosid 
2,32 2,32 
2 2,11 2,16 
4 1,92 2.01 


Versuch 6. 


Je 1,8cem Extrakt auf 3,0 cem; Zusaétze wie oben; n/100 NaF. 





Zeit mg P.O; bei mg P.O; bei Zusatz von | mg P.O; bei Zusatz von 

Std. normalen Zus&tzen n 20 Phenol- -a-d-galactosid n 20 Phenol- p- -d- -galactosid 
2,16 2,16 2,16 

2 0,96 1,06 1,34 

4 0,60 0,67 0,86 


Versuch 7. 
Je 1,5 cem Extrakt auf 2,7cem. Normale Zusatze wie tiblich. 5mg Glykogen. 
g Glykog 
n/100 NaF. 





Zeit mg P.O; bei mg P.O; bei Zusatz von mg P20; bei Zusatz von 

Std. normalen Zusiitzen  n/20 Phenol-«-d-galactosid 1/20 Phenol-3-d-gal lactosid 
2.06 2,06 2,06 

2 1,49 1,59 1,75 

4 1,26 1,29 1,37 


Sdmtliche angewandten Glucoside hemmten die Phosphorylierung 
im mit Fluoridnatrium vergifteten Muskelauszug ; die B-Glucoside hemmten 
stirker als die «-Glucoside. 

Bei der Durchfiihrung der Versuche, die der Entscheidung der 
Frage dienten, ob Amygdalin und auch andere Glucoside die Riick- 
resorption in den Harnkandlchen beeinflussen, verwendeten wir die von 
verschiedenen Autoren gemachten Erfahrungen. Als Versuchstiere 


wurden mannliche Esculenten verwendet. Phlorrhizin wurde in einer 


Konzentration von 0,0002°, angewandt, die anderen Glucoside von 
0,004 bis 0,02°. Die Zuckerbestimmung in der mit Hilfe dickwandige1 
Glaskapillaren aus den Ureteren abgeleiteten Fliissigkeit wurde nach 
Folin-Wu ausgefiihrt. Wie aus den im folgenden mitgeteilten Versuchen 
hervorgeht, hemmten die angewandten Glucoside die Riickresorption von 
Traubenzucker ganz ausgesprochen. 
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Arterielle und venése Durchstrémung der Froschnieren mit 
»Mines!-Lésung* + 0,05°, Traubenzucker. EinfluB von Phlor- 
rhizin, Amygdalin, Salicin und Arbutin. 





Zuckergehalt 
Zusatz des Harns Bemerkungen 
g-% 
WI, ose as alte 0,01510 
0,0002°% Phlorrhizin . . 004225 Einflu® yon Phlorrhizin. 
WN ng a ke 0,01555 
0001 %, Arbatm 2... 0,01850 EinfluB von Arbutin. 
0,004 °% Arbutin .... 0,02310 
PROM eg gh de ee ge 0,01622 
(ear eae 0,012 Einflu®§ von Amygdalin und Arbutin. 
0,004 9°, Amygdalin. . . 0,936 
0,02 °, Amygdalin. .. 0,068 
Normal eet ale ad ae 0,914 
0,01% Arbutin. .... 0,672 
eae 0,010 EinfluB von Amygdalin, Salicin und 
0,004 °,, Amygdalin . . . 0,020 Arbutin. 
0,02 % Amygdalin... 0,037 
Normal . <a hy ener 0,010 
0,008 °,, Salicin. . . . 0,021 
Marten So 6 tk 0,010 
0,002% Arbutin .... | 0,025 


SchlieBlich haben wir, wie eingangs erwaihnt, noch gepriift, ob 
Amygdalin und Arbutin die Resorption von Zucker aus dem Darmkanal 
beeinflussen. Die Versuchsanordnung schloB sich eng an die von 
C.F. Cori? gegebene an. Wir wahlten zu diesen Versuchen méglichst 
gleichschwere und gleichaltrige Ratten. Sie erhielten nach einem 
Hungertag mittels Schlundsonde 1,2 g Traubenzucker, gelést in 4 bzw. 
2cem Wasser + 2 ccm 2°%iger Sodalésung. Nach 2 bis 3'/, Stunden 
wurden die Ratten getétet. Der Verdauungstraktus wurde ober- 
halb des Magens und des Rectums abgebunden und hierauf aus dem 
Abdomen herausgelést. Den Darminhalt spiilten wir mit 300 bis 500 cem 
Wasser heraus. AnschlieBend erfolgte sofort die Zuckerbestimmung. 
Die folgenden Beispiele geben die erhaltenen Befunde wieder. Sie 
zeigen, daB die angewandten Glucoside eine deutliche Hemmung der 
Resorption von Traubenzucker durch die Darmwand bewirken. 


Versuch 1. 
Ratte A. 180 g¢ Kérpergewicht, | Tag gehungert. 1,2 g Traubenzucker: 
wurden in 4cem Wasser und 2cem 2°, iger Sodalésung gelést. Davon 
wurden 5cem per Schlundsonde eingefiihrt. Nach 2'/, Stunden Tétung. 


Gesamtzucker im Darm: 0.4590 q. 


1 J. of physiol. 46, 188, 1913. — ? J. of biol. Chem. 66, 691, 1925; 
vel. auch E. Wertheimer, Pfliigers Arch. 233, 514, 1933. 
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Ratte B. 178 g Gewicht, 1,2 g Traubenzucker + 0,3 g Arbutin in 4 ccm 
Wasser und 2 cem 2 °,iger Sodalésung. Davon 5 ccm erwarmt per Schlund- 
sonde eingefiihrt. Nach 2'/, Stunden Tétung. Gesamtzucker im Darm: 
0,650 q. 

Ratte C. 176g Gewicht. Per Schlundsonde wurde Zucker, wie oben, 
mit Zusatz von 0.3 g Amygdalin gegeben. Nach 2!/, Stunden Toétung. 
Gesamtzucker im Darm: 0,745 q. 













Versuch 2. 





Ratte A. Nach Hungertag 1,2 g Traubenzucker, in 2 cem Wasser und 
2cem 2°,iger Sodalésung gelést, per Schlundsonde eingefiihrt. | Nach 
3!/, Stunden. Tétung. Gesamtzucker im Darm: 0,540 9. 

Ratte B. 178g Gewicht. Wie oben, bei Zusatz von 0,3 g Amygdalin, 
1.2 g Traubenzucker eingefiihrt. Nach 31/, Stunden Totung. Gesamtzucker 
im Darm: 0,660 g. 

Ratte D. 175g. Zusatz von 0,3 g Arbutin. Nach 3'/, Stunden Tétung. 
Gesamtzucker im Darm: 0,870 9. 
















Zusammenfassung. 


Parenteral zugefiihrtes Amygdalin wird nur teilweise im Harn 























wiedergefunden. — Amygdalin, ferner Arbutin, Salicin, Phenol-«- und Bar 
-B-glucosid und Phenol-x- und -f-galactosid hemmen die Phosphory- pe 
lierung in mit Fluornatrium vergiftetem Muskelauszug. Die /-Gluco- Bay 
side erwiesen sich dabei wirksamer als die x-Glucoside. — Amygdalin Ber 
und Arbutin hemmen die Riickresorption von Traubenzucker aus den : 
Harnkanalchen. — Amygdalin, Arbutin und Salicin hemmen die uae 
Resorption von Traubenzucker aus dem Darmkanal. / 
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